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A ligação de várias proteínas amiloidogénicas às membranas lipídicas tem sido 
crescentemente identificada como constituindo um passo importante no seu mecanismo de 
agregação e citotoxicidade. Recentemente, o grupo de Kinnunen mostrou que as membranas 
contendo fosfolípidos aniónicos, nomeadamente, fosfatidilserina (PS), são capazes de 
desencadear a formação rápida de fibras do tipo amilóide por parte de várias proteínas não 
amiloidogénicas, tais como o citocrómio c, o lisozima e a mioglobina. Neste trabalho, pretendeu-se 
elucidar quais os factores que controlam a formação destes agregados supra-moleculares e obter 
informação adicional sobre a sua estrutura.  
O lisozima foi seleccionado como proteína modelo e, após a sua derivatização com a sonda 
fluorescente Alexa Fluor 488 (Alexa488-Lz), estudou-se a sua partição para lipossomas contendo 
fracções molares variáveis de PS, usando-se a espectroscopia de correlação de fluorescência, 
tendo-se concluído que esta era dominada por interacções electrostáticas.  
A interacção do Alexa488-Lz com membranas carregadas negativamente foi depois estudada 
usando-se várias técnicas de fluorescência (medidas em estado estacionário e resolvidas no 
tempo) e empregando-se uma gama alargada de concentrações lipídicas. Os resultados obtidos 
mostraram que esta interacção é um processo bifásico complexo, controlado pela razão molar 
lípido/ proteína (L/P) usada. Com o aumento da concentração lipídica em solução, há um 
equilíbrio entre a partição crescente da proteína para as vesículas lipídicas e a sua diluição 
progressiva na superfície das membranas. À medida que o potencial negativo da superfície das 
vesículas lipídicas diminui com o aumento da concentração superficial da proteína, a ligação do 
lisozima aos grupos aniónicos dos fosfolípidos deixa de ser periférica (L/P elevadas e 
intermédias), ocorrendo uma inserção parcial desta proteína básica no núcleo hidrófobo das 
membranas (L/P baixas). Concomitantemente, ocorre uma agregação extensiva das vesículas 
lipídicas mediada pela proteína. Estas alterações no micro-ambiente da proteína poderão 
preceder a formação de fibras do tipo amilóide pelo lisozima devido à possibilidade de causarem 
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Binding to membrane lipids has been increasingly recognized as an important step in the 
aggregation and cytotoxicity of several amyloidogenic proteins. Recently, Kinnunen´s group has 
reported that membranes containing negatively-charged phospholipids, like phosphatidylserine, 
can also trigger rapid amyloid-like fiber formation by a variety of several non-amyloidogenic 
proteins, such as cytochrome c, lysozyme and myoglobin. This study aimed to elucidate the factors 
that govern the formation of these protein-membrane complexes, and to gain additional structural 
information about these supramolecular assemblies. Towards this end, lysozyme has been 
selected and labelled with the fluorescent dye Alexa Fluor 488 (Alexa88-Lz).  Alexa488-Lz partition 
towards phosphatidylserine-containing liposomes was first characterized using fluorescence 
correlation spectroscopy, and found to be predominantly controlled by electrostatic interactions. By 
employing multi-parametrical fluorescence techniques (steady-state and time-resolved) the 
interaction of Alexa488-Lz with negatively-charged membranes was then studied using a wide 
range of lipid concentrations. This interaction was found to be a biphasic process, critically 
dependent upon the lipid-to-protein molar ratio used (L/P). Upon increasing the total lipid 
concentration in solution, there was a balance between an increased overall protein binding to the 
lipid vesicles and a progressive protein dilution on the membrane surface. As the surface potential 
of the vesicles decreased upon increasing the protein interfacial coverage of the liposomes, the 
protein binding mode was found to switch from a peripheral binding of lysozyme to the anionic 
headgroups (at high to intermediate L/P) to a partial insertion of the basic protein into the 
hydrophobic core of the membrane (at a low L/P). Concomitantly, there was an extensive protein-
mediated cross-bridging of the lipid vesicles. It is hypothesized that the alteration undergone in the 
protein´s environment may cause a loosening of its tertiary structure, which might precede 
amyloid-like fibril formation by lysozyme.  
 
Keywords: lysozyme; amyloid fibril; lipid-protein-interaction; time-resolved fluorescence 










Aβ, péptido β amilóide 
AC, curva de auto-correlação 
APD, detector fotodíodo de avalanche  
APP, proteína precursora β amilóide 
Alexa Fluor 488 SE, éster de succinimida do Alexa Fluor 488 (ácido carboxílico) 
Alexa488-Lz, lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 
a.u., unidades arbitárias 
BODIPY FL SE, éster de succinimida do ácido 4,4-difluoro-5,7-dimetil-4-boro-3a,4a-diaza-s-
indaceno-3-propiónico 
BODIPY-Lz, lisozima conjugado com BODIPY FL 
BODIPY-PC, 2-(4,4-difluoro-5-metil-4-boro-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-dodecanoíl)-1-hexadecanoíl-
sn-glicero-3-fosfocolina 
BSA, albumina de soro bovino 
c.d.o., comprimento de onda 
CD, dicroísmo circular  
DMSO, dimetilsulfóxido 
DPPC, 1,2-dipalmitoíl-sn-glicero-3-fosfocolina 
EDTA, ácido etilenodiaminotetracético 
FCS, espectroscopia de correlação de fluorescência  
FITC, 5´-isotiocianato de fluoresceína 
FTIR, espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 
FRI, função de resposta instrumental 
HEPES, 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetano-ácido sulfónico  
hIAPP, polipéptido amilóide dos ilhéus pancreáticos humano 
IAPP, polipéptido amilóide dos ilhéus pancreáticos 
L/P, razão molar lípido:proteína 




MLV, vesículas multilamelares 
Mr, massa molecular relativa 




Res, resíduos pesados 
SOPC, 1-estearoíl-2-oleíl-sn-glicero-3-fosfocolina 
SUV, vesículas unilamelares pequenas 
ThT, tioflavina T 
TCSPT, técnica de cronometragem de fotão único  
UV-Vis, ultravioleta-visível 
1PE, excitação monofotónica 




























Existe uma grande variedade de doenças humanas neurodegenerativas e sistémicas que estão 
associadas ao misfolding e à agregação de proteínas ou péptidos em que, sob determinadas 
condições, ocorre a formação de fibras amilóides com uma estrutura rica em folhas β (Quadro 1.1) 
(Chiti and Dobson, 2006;Hebda and Miranker, 2009). 
 
Quadro 1.1 – Algumas doenças humanas associadas à formação de depósitos amilóides 
extracelulares e inclusões intracelulares com características do tipo amilóide. Adaptado de (Chiti 
and Dobson, 2006). 
Doença Proteína ou Péptido amiloidogénico 
Número de resíduos 
de aminoácidos 
Estrutura nativa da proteína 
ou péptido amiloidogénico 
Doença de Alzheimer a Péptido β amilóide (Aβ) 40 e 42 b unfolded 
Doença de Parkinson a α-sinucleína 140 unfolded 
Doença de Huntington c Huntingtina com expansão PoliQ 3144 Maioritariamente unfolded 
Diabetes tipo II a 
Amilina, também chamada 
polipéptido amilóide dos 
ilhéus pancreáticos (IAPP) 
37 unfolded 
Esclerose lateral 
amiotrófica a Superóxido dismutase 1 153 Toda β, como a Imunogloblina 
Polineuropatia 
amiloidótica familiar c Mutantes da transtirretina 127 Toda β, como a pré-albumina 
Amiloidose sistémica 
não-neuropática c Mutantes do lisozima 130 Domínio α e β 
Atrofia muscular 
espinobulbar c 
Receptor de andrógenios 
com repetições PoliQ 919 Toda α 
a Predominantemente esporádicas mas, em alguns casos, têm sido identificadas formas hereditárias associadas a 
mutações específicas. 
b São gerados fragmentos de vários tamanhos, que foram identificados como estando presentes em fibras amilóides 
ex vivo.  
c Predominantemente hereditárias, apesar de em alguns casos terem sido identificadas formas esporádicas.  
 
Frequentemente, estas estruturas localizam-se extracelularmente, sendo o conjunto destas 
patologias denominadas de amiloidoses. No entanto, em alguns casos, também se observam 
inclusões intracelulares com características do tipo amilóide (Chiti and Dobson, 2006;Relini et al., 
2009). Os depósitos proteicos extracelulares, para além de serem constituídos maioritariamente 
pela proteína ou pelo péptido amiloidogénico em causa, contêm também iões metálicos, 
glicosaminoglicanos, componente amilóide P do soro, colagénio, apoliproteína E, entre outros 
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fibras amilóides, que envolve a formação de um intermediário com uma conformação parcialmente 
estruturada em folhas β, a partir do qual se forma o núcleo, que controla em termos cinéticos a 
formação deste tipo de estruturas (Rochet and Lansbury, 2000). 
 
 
Figura 1.2 – Processo de formação de fibras amilóides.  
A formação de um intermediário amiloidogénico instável poder ocorrer através (i) do unfolding de uma proteína 
globular ou (ii) da aquisição de uma estrutura parcialmente estruturada por parte da proteína unfolded. O 
intermediário parcialmente ordenado, que contém folhas β (setas verdes) pode formar (iii) um núcleo rico em 
folhas β. Alternativamente, (iv) este intermediário poder formar agregados amorfos que podem facilitar (v) a 
nucleação, uma vez que proporcionam elevadas concentrações de intermediários amiloidogénicos. O 
crescimento do núcleo pode levar à formação de (vi) oligómeros altamente ordenados e (vii) de fibras. As setas 
rosas representam os equilíbrios independentes da concentração. É de notar os passos (iii) e (vi) podem ser 
reversíveis. Adaptado de (Rochet and Lansbury, 2000). 
.  
Recentemente tem sido sugerido que as espécies intermediárias, mais concretamente os 
oligoméros solúveis, são as espécies mais citotóxicas, contrariamente à hipótese inicialmente 
proposta que as espécies responsáveis por estas patologias seriam as fibras amilóides (Chiti and 
Dobson, 2006;Hebda and Miranker, 2009). Desta forma, nos últimos anos, tem surgido um grande 
interesse por parte de vários grupos na identificação e caracterização das espécies intermediárias 
(oligómeros, protofilamentos e filamentos) que se formam durante o processo de fribrilhação.  
As primeiras evidências da citotoxicidade dos oligómeros formados no processo de fibrilhação, 
surgiram em 2003 num estudo realizado por Kayed et al. (Kayed et al., 2003). Neste trabalho, foi 
demonstrado que estas espécies intermediárias devem apresentar uma estrutura comum, uma 
vez que são reconhecidas pelo mesmo tipo de anticorpos que são específicos para várias 
espécies oligómericas associadas a diferentes patologias (Kayed et al., 2003). Posteriormente, o 
mesmo grupo propôs que estas espécies oligómericas podiam aumentar a condutância da 
membrana, podendo este representar o mecanismo primário de citotoxicidade associado a este 





provável de citotoxicidade destas espécies está associada à ruptura/permeabilização da 
membrana celular, uma vez que têm sido identificadas espécies intermediárias nas membranas 
biológicas in vivo, podendo estas permeabilizar a membrana, o que deverá estar na origem do 
stress celular que induz a apoptose (Hebda and Miranker, 2009). Por outro lado, a interacção de 
alguns precursores amilóides com as membranas biológicas pode ser fundamental na formação 
de fibras amilóides, dado que estas se formam mais rapidamente na presença de membranas 
lipídicas (Knight and Miranker, 2004;Hebda and Miranker, 2009). Desta forma, na análise da 
interacção entre as espécies amiloidogénicas e a membrana biológica é necessário considerar 
que (i) a presença da membrana lipídica pode afectar o processo de formação das fibras 
amilóides, mas que (ii) estas espécies amiloidogénicas podem também mudar a estrutura da 
membrana e, consequentemente alterar a sua permeabilidade, desencadeando a morte celular 
(Hebda and Miranker, 2009;Relini et al., 2009).  
 
Em seguida, serão apresentadas de uma forma muito resumida, as características principais 
de alguns precursores amilóides, o péptido Aβ, a α-sinucleína e o IAPP, em que as membranas 
lipídicas parecem desempenhar um papel essencial no processo de formação das fibras amilóides 
e na sua citotoxicidade; uma discussão mais aprofundada poderá ser encontrada na secção 
seguinte desta revisão bibliográfica.  
O IAPP, também designado por amilina, é um péptido que contem 37 resíduos de aminoácidos 
e uma ligação persulfureto entre os resíduos 2 e 7, apresentando em solução uma estrutura nativa 
unfolded (Quadro 1.1) (Hebda and Miranker, 2009;Relini et al., 2009). Este precursor amilóide é 
uma hormona peptídica co-secretada com a insulina pelas células β dos ilhéus Langerhans do 
pâncreas. A sua função ainda não foi muito bem esclarecida, mas é frequentemente associado à 
diabetes tipo II, uma vez que nesta patologia surgem depósitos de fibras amilóides formadas por 
este péptido no espaço extracelular do pâncreas. Além disso, tem sido sugerido que a sua 
acumulação leva a uma redução do número de células β, alteração esta que caracteriza a 
patologia atrás enunciada (Chiti and Dobson, 2006;Munishkina and Fink, 2007;Hebda and 
Miranker, 2009;Relini et al., 2009;Engel, 2009). 
O péptido Aβ resulta da clivagem proteolítica da proteína precursora β amilóide (APP), uma 
proteína de membrana, pelos β e γ-secretases (Matsuzaki, 2007). O desenvolvimento da doença 
de Alzheimer é frequentemente associado à formação e acumulação destes fragmentos 
proteolíticos, em que as formas mais amiloidogénicas são os péptidos com 40 e 42 resíduos de 
aminoácidos designados, respectivamente, por Aβ40 e Aβ42. Mutações familiares da APP que 
desencadeiam um aumento do Aβ42 relativamente ao Aβ40, poderão ser um factor determinante 
no desenvolvimento da doença de Alzheimer, uma vez que o Aβ42 é mais tóxico e mais 






A α-sinucleína é uma proteína que apresenta em solução uma estrutura unfolded (Quadro 1.1). 
A sua função ainda não foi totalmente identificada, mas existem várias evidências de que 
possivelmente desempenhará um papel mediador no tráfego vesicular. Esta proteína encontra-se 
nos depósitos intracelulares, designados por corpos de Lewis, que caracterizam a doença de 
Parkinson, onde se observa a morte celular dos neurónios dopaminérgicos na substância nigra. 
Em algumas formas familiares desta doença, observa-se a duplicação do gene da α-sinucleína 




As membranas biológicas podem estar envolvidas: (i) na formação das fibras amilóides, 
através do favorecimento deste processo em termos cinéticos ou (ii) na citotoxicidade associada a 
este tipo de patologias.  
1.2.1 A membrana biológica como catalisador 
Como já foi referido anteriormente, a fase de nucleação é termodinamicamente desfavorável, 
pelo que condições de reacção que estabilizem o núcleo podem servir como catalisadores deste 
processo. Neste caso as membranas biológicas, com uma abundante superfície, podem funcionar 
como catalisadores na formação de fibras amilóides (Knight et al., 2006;Murphy, 2007;Munishkina 
and Fink, 2007;Aisenbrey et al., 2008;Hebda and Miranker, 2009). 
No estudo do papel das membranas biológicas como superfícies catalisadoras do processo 
amiloidogénico é necessário ter em atenção vários aspectos. Primeiro, a adsorção à superfície 
aumenta a concentração local do precursor amilóide em 2D, favorecendo assim as interacções 
entre as várias entidades envolvidas na formação das fibras amilóides (Gorbenko and Kinnunen, 
2006;Aisenbrey et al., 2008;Hebda and Miranker, 2009). Segundo, as membranas podem 
funcionar como templates de agregação, isto é, podem colocar as moléculas numa orientação 
favorável à sua agregação. Além disso, tem sido demonstrado que os lípidos diminuem a barreira 
de energia de activação de unfolding, favorecendo o processo de conversão das espécies 
monoméricas nos agregados amilóides (Gorbenko and Kinnunen, 2006;Aisenbrey et al., 
2008;Hebda and Miranker, 2009;Relini et al., 2009;Engel, 2009). 
A capacidade das membranas lipídicas em aumentarem a velocidade de conversão do péptido 
ou proteína precursora em fibras amilóides ricas em folhas β já foi demonstrada para o caso do 
IAPP (Brender et al., 2008;Engel, 2009), do péptido Aβ (Bokvist et al., 2004;Aisenbrey et al., 2008) 
e da α-sinucleína (Rhoades et al., 2006). Nestes casos, foi proposto que estes precursores 
amilóides adoptam inicialmente uma estrutura em hélice α após se ligarem à membrana (Knight et 
al., 2006;Hebda and Miranker, 2009). Este facto tem suscitado algum interesse, uma vez que a 





espécie amiloidogénica é unfolded em solução, mas adopta uma estrutura em hélice α após se 
ligar à membrana, apresentando uma estrutura em folhas β no estado amilóide (Knight et al., 
2006;Hebda and Miranker, 2009). 
 
1.2.1.1 O papel da composição da membrana lipídica 
No estudo do papel das membranas lipídicas na formação de fibras amilóides é fundamental 
considerar as propriedades da membrana que podem afectar a interacção lípido-proteína. Neste 
caso, é necessário ter em conta vários factores como a curvatura e elasticidade da bicamada, a 
carga superficial, o grau de hidratação, e ainda a natureza química dos seus constituintes 
(Gorbenko and Kinnunen, 2006). Qualquer alteração destas propriedades pode afectar 
drasticamente a capacidade das membranas de actuarem como catalisadores.  
Apesar de ainda existirem algumas dúvidas sobre o mecanismo de interacção lípido-proteína 
na formação das fibras amilóides, parece ser consensual que a presença de fosfolípidos negativos 
nas membranas, que permitem o estabelecimento de interacções electrostáticas com os 
péptidos/proteínas catiónicos, desempenha um papel preponderante neste processo (Aisenbrey et 
al., 2008;Hebda and Miranker, 2009). Por outro lado, a presença de domínios lipídicos ricos em 
colesterol é frequentemente associada a este tipo de patologias, nomeadamente, no caso da 
doença de Alzheimer (Matsuzaki, 2007). 
 
Membranas contendo fosfolípidos negativos - estabelecimento de interacções electrostáticas 
A carga superficial da membrana lipídica tem sido identificada como sendo o factor 
determinante no processo de nucleação. Neste caso, o estabelecimento de interacções 
electrostáticas entre a proteína catiónica e a membrana aniónica será fundamental neste processo 
(Aisenbrey et al., 2008;Hebda and Miranker, 2009). Além disso, tem sido demonstrado que a 
adsorção da proteína a superfícies carregadas negativamente pode resultar num aumento da sua 
concentração local em duas ordens de grandeza, facilitando a passagem da barreira de nucleação 
(Gorbenko and Kinnunen, 2006). Desta forma, tem sido proposto que a ligação inicial é conduzida 
por interacções electrostáticas entre a proteína rica em resíduos de aminoácidos básicos e as 
membranas com carga negativa. Posteriormente, as interacções hidrófobas podem induzir a 
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1.2.2 Mecanismos de permeabilização da membrana 
O mecanismo através do qual os péptidos amiloidogénicos permeabilizam a membrana ainda 
não foi totalmente elucidado. No entanto, em termos gerais são considerados três mecanismos 
para a toxicidade associada à permeabilização da membrana (Hebda and Miranker, 2009): (i) 
carpeting, (ii) efeito detergente ou (iii) a formação de poros. No modelo de carpeting, as espécies 
intermediárias ligam-se a um dos lados da membrana, causando uma pressão assimétrica entre 
os dois lados, o que resulta na permeabilização da membrana a pequenas moléculas. No efeito 
detergente, a proteína funciona como um surfactante, que remove o lípido da bicamada. A 
remoção do lípido pode ocorrer apenas de um lado da membrana, levando à pressão assimétrica 
dos dois lados, semelhante ao modelo anterior. A remoção nos dois lados resulta numa 
diminuição da espessura da membrana, facilitando a passagem de pequenas moléculas ou iões. 
Neste caso, a capacidade da proteína funcionar como surfactante pode explicar os resultados 
obtidos por Spar et al. em 2004, em que observaram a presença de lípidos nas fibras formadas in 
vitro pelo péptido IAPP (Sparr et al., 2004). Estes resultados parecem indiciar que o processo de 
formação destas estruturas é acompanhado pela extracção de lípidos das membranas, que são 
posteriormente inseridos nas fibras. Finalmente, também tem sido observada a formação de poros 
pelo precursor amilóide. O mecanismo de formação destes poros tem sido alvo de vários estudos, 
nomeadamente, para o IAPP, o péptido Aβ e a α-sinucleína (Quist et al., 2005). No caso do IAPP 
tem sido detectado que este péptido permeabiliza sistemas modelos de membrana por um 
mecanismo que envolve a formação de poros, que parece ser específico dos oligómeros e não 
das fibras. Apesar de estes poros não serem permeáveis a grandes moléculas, são permeáveis a 
iões, pelo que comprometem a homeostase iónica podendo levar à apoptose (Mirzabekov et al., 
1996;Anguiano et al., 2002;Quist et al., 2005). 
É de notar que na literatura, por vezes, não existe um consenso relativamente ao mecanismo 
de ruptura/permeabilização da membrana por parte dos precursores amilóides, nem no tipo de 
espécies intermediárias envolvida neste processo. No caso particular do IAPP, foram propostos 3 
mecanismos diferentes para a permeabilização da membrana, que envolvem diferentes espécies, 
os oligómeros ricos em folhas β ou em hélices α (Fig. 1.5) (Engel, 2009). Neste caso, o 
crescimento das fibras, mais que as espécies intermediárias, também poderá afectar a integridade 
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Neste estudo utilizou-se um tampão de baixa força iónica (tampão HEPES pH 7.4 20 mM e 
EDTA 0.1 mM) e as fibras foram formadas utilizando-se sempre baixas razões de lípido/proteína 
nos ensaios, tendo-se tipicamente usado 100 µM de lípido total (LUV 1-estearoíl-2-oleíl-sn-glicero-
3-fosfocolina (SOPC):PS do cérebro 80:20) e 0.1 mg/mL de proteína (Zhao et al., 2004). A 
identificação e caracterização das fibras foram realizadas por microscopia de contraste de fase, 
por marcação com o vermelho do Congo e pela marcação de lipossomas com 1-palmitoíl-2-(N-4-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol)aminocaproíl-sn-glicero-3-fosfocolina (NBD-PG). Os autores referem 
que a formação destas fibras na presença de LUV SOPC:PS do cérebro (80:20) ocorria 
rapidamente, sendo visíveis em menos de um minuto por microscopia de contraste de fase (Fig. 
1.6.A), apresentando características do tipo amilóide, nomeadamente, a birrefringência verde após 
a marcação com o vermelho do Congo (Fig. 1.6.B). Foram ainda realizados alguns ensaios em 
que adicionaram LUV contendo NBD-PG à proteína não marcada, tendo-se observado que as 
fibras se tornavam fluorescentes, pelo que estes autores concluíram que estas continham 
fosfolípidos (Fig. 1.6.C). Adicionalmente, e tendo em conta que não se observou a formação 
destas estruturas na presença de lipossomas constituídos apenas por 1-palmitoíl-2-oleíl-sn-
glicero-3-fosfocolina (POPC), parece evidente que a presença de fosfolípidos negativos era 
determinante no processo de formação destas fibras, pelo que estes investigadores propuseram 
que o estabelecimento de interacções electrostáticas entre os fosfolípidos carregados 
negativamente e a proteína catiónica não amiloidogénica deverá ser fundamental no processo de 
associação à membrana, agregação e formação destas fibras. Mais concretamente, a 
neutralização da carga da proteína deverá favorecer as interacções proteína-proteína, 
promovendo a sua polimerização.  
 
 
Figura 1.6 – Caracterização e identificação das fibras do tipo amilóide de lisozima induzidas por 
lipossomas SOPC/ PS do cérebro (razão molar 80:20).  
(A) Microscopia de contraste de fase das fibras. Estas medidas foram realizadas à temperatura ambiente 
(aproximadamente 24ºC). A ampliação é de 10X; (B) Birrefringência verde das fibras após a marcação com 
vermelho do Congo. A escala é de 5 µm; (C) Incorporação dos fosfolípidos fluorescentes, NBD-PG (fracção 







Em estudos posteriores, Kinnunen e colaboradores generalizaram esta proposta e sugeriram 
que as membranas lipídicas também podem induzir a formação de fibras pela endostatina (Zhao 
et al., 2005), pelas temporinas (péptidos antimicrobianos) (Zhao et al., 2005;Mahalka and 
Kinnunen, 2009) e pelo fosfolipase A2 (Code et al., 2008;Code et al., 2009), podendo a formação 
destas estruturas estar envolvida na função biológica desempenhada por estas 
proteínas/péptidos. Em todos estes estudos, em que se utilizaram basicamente as mesmas 
metodologias e as mesmas condições de ensaio do primeiro trabalho, foi proposto que as fibras 
formadas também são do tipo amilóide.  
Nos estudos realizados com a endostatina, agente endógeno inibidor da angiogénese tumoral 
e do crescimento tumoral, observou-se a formação de fibras na presença de lipossomas contendo 
fosfolípidos com carga negativa (Zhao et al., 2005). Assim, foi proposto que a endostatina pode 
representar um mecanismo de defesa tumoral na medida em que o estabelecimento de 
interacções electrostáticas com este tipo de fosfolípidos, que se encontra maioritariamente no lado 
externo da membrana plasmática das células cancerígenas e das células vasculares endoteliais 
tumorais, pode levar à formação de fibras do tipo amilóide (Zhao et al., 2005). 
A formação de fibras do tipo amilóide na presença de membranas lipídicas também foi 
observada para as temporinas B e L (Zhao et al., 2005). Neste caso, as temporinas são péptidos 
antimicrobianos, que constituem um importante elemento de resposta do sistema imunitário 
(Mahalka and Kinnunen, 2009). Estes péptidos apresentam características comuns, que facilitam 
a sua acumulação e interacção com a membrana bacteriana, nomeadamente, possuem uma 
carga positiva entre 0 e +4 a pH fisiológico e têm uma estrutura anfipática. A sua actividade está 
relacionada com a interacção com as membranas bacterianas, mais concretamente, com a 
indução da sua ruptura. Desta forma, estes investigadores propuseram que as temporinas podem 
causar perturbações na estrutura da membrana bacteriana, que apresenta um abundante 
conteúdo em 1-palmitoíl-2-oleíl-sn-glicero-3-fosfo-L-glicerol (POPG), por um mecanismo idêntico à 
formação de fibras amilóides, tal como descrito na secção anterior. Neste caso, a selectividade 
para um agente patogénico microbiano particular está associada a variações nas propriedades do 
péptido e da composição da membrana lipídica, em que a superfície externa da membrana 
bacteriana apresenta um abundante conteúdo em fosfolípidos negativos, promovendo a ligação 
dos péptidos (Mahalka and Kinnunen, 2009). Por outro lado, a presença de colesterol e 
esfingomielina na membrana plasmática das células eucariótas pode representar uma barreira 
para a inserção do péptido (Mahalka and Kinnunen, 2009).  
Recentemente, também foi demonstrado que as membranas lipídicas podem induzir a 
formação de fibras amilóides pelo fosfolipase A2, que cliva a cadeia acilo sn-2 dos 
glicerofosfolípidos, originando lisofosfolípidos e ácidos gordos (Code et al., 2008). Neste caso, os 
estudos não foram realizados com membranas contendo fosfolípidos negativos, mas com 1,2-





demonstrado que a activação interfacial do fosfolipase A2 na membrana coincide com a formação 
de oligómeros, que depois formavam fibras do tipo amilóide, sem actividade. Desta forma, a 
formação de fibras do tipo amilóide parece controlar a actividade enzimática que desempenhará, 
neste caso, uma função não patológica. Posteriormente, outro estudo mais recente sugeriu que a 
activação do fosfolipase A2 pela temporina B pode favorecer a nucleação do crescimento da fibra 
do tipo amilóide, que se observou ser constituída pela temporina B e pelo fosfoliapse A2 (Code et 
al., 2009). 
É de realçar que nos vários estudos realizados por Kinnunen e colaboradores, a estrutura dos 
vários tipos de fibras observadas ao microscópico não foi muito bem caracterizada, 
nomeadamente, não se sabe se estas apresentam de facto uma estrutura em folha β cruzada, 
que caracteriza as fibras amilóides (Fig. 1.1). O único estudo mais detalhado realizado por estes 
autores centrou-se no citocrómio c (Alakoskela et al., 2006), tendo-se caracterizado as fibras por 
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). No entanto, neste caso, 
apenas foi evidente a presença pontual de estruturas com folhas β ao longo da fibra. Por outro 
lado, a interpretação dos resultados obtidos após a marcação das fibras com o vermelho do 
Congo (técnica utilizada na maior parte dos estudos anteriores) deve ser efectuada com algum 
cuidado, como os próprios autores referem neste artigo (Alakoskela et al., 2006), uma vez que a 
presença de uma estrutura helicoidal das fibras na ausência de uma estrutura amilóide pode 
também contribuir para um resultado falso positivo. 
Face aos resultados anteriores, neste trabalho pretendeu-se elucidar o mecanismo de 
formação destes complexos lípido/proteína supramoleculares induzidos pelas membranas 
lipídicas aniónica nas proteínas não amiloidogénicas. 
 
 
 O lisozima da clara de ovo (EC. 3.2.1.17) foi escolhido como proteína modelo, uma vez que 
este enzima se encontra muito bem caracterizado tanto em termos funcionais, como estruturais e 
de estabilidade. Por outro lado, esta proteína apresenta uma elevada homologia com o lisozima 
humano (Fig. 1.7), possuindo ambos dois domínios, um domínio α e um domínio β, e quatro 
ligações persulfureto, sendo uma destas ligações responsável pela ligação entre estes dois 
domínios (77-95) (Booth et al., 1997;Dumoulin et al., 2006;Trexler and Nilsson, 2007). 
O lisozima catalisa a hidrólise da ligação glicosídica β (1-4) entre a N-acetilglucosamina e o 
ácido N-acetil murâmico do peptidoglicano, que constitui maioritariamente a parede celular das 
bactérias Gram-positivas, provocando assim a sua morte (Trexler and Nilsson, 2007). Para além 
destas propriedades, também tem sido sugerido que o lisozima humano pode desempenhar 
funções antitumorais, antimicrobianas e imunomudulatórias. A sua capacidade bactericida não 






lípidos negativos, dado que apresenta uma carga global positiva para uma elevada gama de 
valores de pH (Ibrahim et al., 1996;Nash et al., 2006). Para além disso, já foi demonstrado que 
ambas as proteínas formam fibras amilóides sob determinadas condições extremas (pH baixo, 
temperatura elevada, na presença de etanol), tendo este processo sido muito bem caracterizado 
em ambos os casos (Booth et al., 1997;Dumoulin et al., 2006;Trexler and Nilsson, 2007). 
 
Figura 1.7 – Sequência primária e estruturas secundárias do lisozima da clara de ovo e do 
lisozima humano. Adaptado de (Trexler and Nilsson, 2007). 
 
No caso do lisozima humano, já foram descritas várias variantes, que apresentam uma única 
mutação (I56T, F57I, W64R e D67H) ou duas mutações (F57I/T70N e T70N/W112R) no gene que 
codifica para o lisozima, que estão associadas à amiloidose sistémica não-neuropática, onde se 
observa a deposição de fibras em certos órgãos, tais como o fígado, o baço, e o rim. Todas as 
mutações identificadas encontram-se no domínio β, com excepção da mutação W112R que se 
localiza na hélice D do domínio α. No entanto, esta mutação apenas se encontra associada à 
mutação T70N (Fig. 1.8) (Dumoulin et al., 2006).  
Em 2005, Dumoulin e colaboradores demonstraram que estas mutações destabilizam a 
interface dos domínios α e β, pelo que existe uma perda da cooperatividade entre estes domínios 
da proteína nativa e uma redução da estabilidade do domínio β e da hélice C, que se encontram 
ligados por uma ligação persulfureto (Dumoulin et al., 2005). Assim, a redução da estabilidade e 
da cooperativadade estão extremamente correlacionadas com as propriedades amiloidogénicas 
destas variantes do lisozima humano, uma vez que induzem um aumento da população de 
espécies intermediárias, favorecendo este processo (Booth et al., 1997;Dumoulin et al., 






Figura 1.8 – Estrutura secundária do lisozima humano wild type, onde são identificadas as 
mutações conhecidas e o ano da sua descoberta.  
As seis mutações amiloidogénicas estão representadas a azul e a variante não amiloidogénica encontra-se 
identificada a preto. As 4 hélices α no domínio α encontram-se identificadas de A a D. As quatro ligações 






Existem várias evidências que as membranas lipídicas podem funcionar como catalisadores 
na formação de fibras amilóides (Murphy, 2007). Esta capacidade está extremamente relacionada 
com a sua composição lipídica, nomeadamente, com a presença de fosfolípidos negativos que 
favorecem o estabelecimento de interacções electrostáticas com a proteína amiloidogénica 
(Gorbenko and Kinnunen, 2006;Murphy, 2007;Hebda and Miranker, 2009). Em 2004, Kinnunen e 
colaboradores propuseram pela primeira vez, que a presença deste tipo de fosfolípidos nas 
membranas também pode induzir a formação de fibras do tipo amilóide a partir de proteínas não 
amiloidogénicas (Zhao et al., 2004). Estes estudos, foram realizados num tampão de baixa força 
iónica, que favorece o estabelecimento de interacções electrostáticas, e utilizando sempre razões 
lípido/proteína (L/P) muito baixas. Desta forma, o objectivo principal deste trabalho consistiu em 
estudar a interacção do lisozima da clara do ovo, proteína não amiloidogénica, com lipossomas 
contendo uma fracção molar variável do fosfolípido aniónico, 1-palmitoíl-2-oleíl-sn-glicero-3-fosfo-
L-serina (POPS), explorando diferentes concentrações de lípido, de forma a identificar os factores 
chaves que desencadeiam a possível alteração conformacional sofrida pelo lisozima e que, de 
acordo com Kinnunen e colaboradores, leva à formação final de fibras do tipo amilóide (Zhao et 
al., 2004). Desta forma, foram seguidas várias estratégias experimentais: 
• Inicialmente, derivatizou-se o lisozima com Alexa Fluor 488 SE (Alexa488-Lz) de forma a 
se poder aplicar uma grande variedade de técnicas centradas na espectroscopia de 
fluorescência no seu estudo. Posteriormente, procedeu-se à caracterização fotofísica do 
Alexa488-Lz em meio homogéneo (solução tampão e em glicerol 92% (m/m)) e ainda na 
presença de LUV POPC:POPS 80:20 4mM. 
• Em segundo lugar, determinou-se a constante de partição do Alexa488-Lz para lipossomas 
de POPC contendo diferentes fracções molares de POPS, usando a técnica de 
espectroscopia de correlação de fluorescência, de forma a se poder quantificar, em cada 
amostra, a fracção de lisozima presente nas fases aquosa e lipídica. 
• Em terceiro lugar, através da realização de medidas de fluorescência em estado 
estacionário e resolvidas no tempo, estudou-se o mecanismo de interacção do Alexa88-Lz 
com lipossomas de POPC com 30 mol% de POPS, de modo a avaliar-se as possíveis 
alterações ocorridas no estado de agregação/ conformação da proteína derivatizada com o 
aumento da sua concentração superficial na membrana. Neste estudo, mediram-se os 
espectros de absorção, emissão, e excitação, a anisotropia em estado estacionário e o 
decaimento de intensidade de fluorescência do Alexa488-Lz. Paralelamente, a possível 
agregação das vesículas lipídicas mediada pela proteína foi caracterizada através da 
realização de estudos de dispersão de luz. 





• Por último, para testar a possível formação de fibras do tipo amilóides, que apresentam 
uma estrutura rica em folhas β (Nelson et al., 2005) realizaram-se medidas de intensidade 
de fluorescência da tioflavina T, que é frequentemente utilizada na identificação de fibras 
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Os solventes orgânicos utilizados, de elevado grau de pureza espectroscópica (UVasol), foram 
comprados à Merck. A água usada na preparação das diferentes soluções tampão foi destilada e 
depois passada através de um sistema MilliQ (Millipore, G-GardR1), possuindo no final uma 
resistividade superior a 18.2 MΩ/cm. As soluções tampão foram sempre filtradas por filtros 0.22 
μm (Millipore) previamente à preparação das amostras necessárias às várias medidas realizadas. 
 
Quadro 2.1 – Resumo das propriedades espectroscópicas de algumas sondas fluorescentes 
usadas neste trabalho: massa molecular relativa, Mr, comprimentos de onda (c.d.o.) máximos de absorção, 
λ୫ୟ୶ୟୠୱ , e de emissão de fluorescência, λ୫ୟ୶ୣ୫ , e coeficiente de absorção molar máximo, εmax (Haugland, 1996). 








Alexa Fluor 488 SE A20000 643.41 495 71 000 519 Solução aquosa, pH 7 
BODIPY FL SE D2184 389.16 502 82 000 510 Metanol 
BODIPY-PC D3793 881.93 509 86 000 513 Etanol 
 
 
A marcação covalente do lisozima foi realizada sob condições padrão (Marcações #1 e #2 do 
Quadro 2.2), de acordo com as indicações fornecidas pela Invitrogen Molecular Probes (Haugland, 
1996). Resumidamente, inicialmente preparou-se uma solução de lisozima 0.75 mM em tampão 
bicarbonato de sódio (pH 8.3) 0.1 M à qual se adicionou, lentamente e sob agitação, a sonda 
Alexa Fluor 488 SE previamente dissolvida em dimetilsulfóxido (DMSO) (razão molar 
sonda/proteína na mistura reaccional, D/Pmistura reaccional= 2:1). A reacção decorreu durante 2h à 
temperatura ambiente, protegida da luz e sob agitação constante. Para terminar a reacção, 
adicionou-se à amostra anterior hidrocloreto de hidroxilamina 1.2 M, pH 8.5 em excesso. Após um 
novo período de incubação de 1 h, sob as mesmas condições experimentais, a amostra foi 
centrifugada à temperatura ambiente durante 10 minutos a 10 000xg (centrifuga Sigma 2K15), 
recolhendo-se o sobrenadante no final. Ao longo deste trabalho, foram ainda exploradas outras 
condições na marcação covalente do lisozima da clara do ovo em que se variou o tipo de 
fluoróforo usado (ésteres de succinimida do Alexa Fluor 488 ou BODIPY FL), a origem comercial 
da proteína e as condições presentes na mistura reaccional, nomeadamente o pH e a razão 
sonda/proteína, D/Pmistura reaccional (Quadro 2.2).  
  
2.2  Derivatização do lisozima com as sondas fluorescentes Alexa Fluor
488 e BODIPY FL 




Quadro 2.2 – Resumo das condições usadas nas diferentes reacções de 













#1 e #2 
 
Alexa Fluor 488 SE 
Fluka 8.3 2:1 0.42; 0.67 
#3 Fluka 8.3 1:1 0.21 
#4 Sigma 7.5 2:1 0.50 
#5 BODIPY FL SE Sigma 8.3 2:1 0.53 
  a razão molar sonda/proteína 
 
As proteínas conjugadas com as sondas fluorescentes foram separadas da sonda livre por 
cromatografia de exclusão molecular numa coluna de Sephadex G-25 (30.5 x 1.6 cm), 
previamente equilibrada em tampão HEPES-KOH (pH 7.4) 20 mM com EDTA 0.1 mM, sob um 
fluxo de 1.2 mL/min. Foram colectadas manualmente várias fracções de 1 mL, as quais foram 
posteriormente caracterizadas espectrofotometricamente de forma a determinar a razão de 
marcação final do lisozima, ܦ ௙ܲ௜௡௔௟⁄ , ou seja, o número médio de sondas fluorescentes ligadas 
covalentemente à proteína (Eq. 2.1). A determinação desta razão requer a determinação 
espectrofotométrica das concentrações de sonda, ሾܦሿ, e da proteína, ሾܲሿ, presentes em cada 
fracção, através da realização de leituras de absorvência aos c.d.o. máximos de absorção da 
sonda, ܣܾݏ஽
ఒ೘ೌೣ, e da proteína, ܣܾݏ௉ଶ଼଴, respectivamente (Brinkley, 1992;Hubbuch and Kula, 2008): 
 
ܦ/ ௙ܲ௜௡௔௟ ൌ ሾܦሿ ሾܲሿ⁄  
eq. 2.1 
No entanto, como algumas sondas também absorvem a 280 nm, a absorção do conjugado a este 
c.d.o. tem de ser corrigida para esta contribuição, de modo a se obter a concentração proteica 
correcta de cada fracção. Deste modo, é necessário entrar em conta com um factor correctivo, 
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eq. 2.3 









   
eq. 2.4 
onde ߝPଶ଼଴ e ߝD
ఒౣ౗౮ são os coeficientes de absorção molar da proteína e do fluoróforo aos 280 nm e 
ao seu c.d.o de absorção máximo, respectivamente. 
 
 
2.3.1  Vesículas unilamelares grandes 
Neste trabalho, prepararam-se vesículas unilamelares grandes (LUV) de POPC com diferentes 
fracções molares do fosfolípido aniónico POPS (10%, 20%, 30% e 50 mol%) pelo método de 
extrusão de vesículas multilamelares (MLV) (Hope et al., 1986;Mayer et al., 1986). Inicialmente, 
adicionaram-se os volumes adequados das soluções mãe de fosfolípido (POPS e POPC) em 
clorofórmio a um balão de fundo redondo. O solvente foi evaporado sob um fluxo suave de azoto 
(N2 (g)), até se obter uma fina película de fosfolípido no fundo do balão. Para garantir a completa 
evaporação do solvente, o balão foi mantido sob vácuo durante aproximadamente 12 h. 
Posteriormente, adicionou-se o volume de tampão HEPES-KOH (pH 7.4) 20 mM com EDTA 0.1 
mM adequado, de forma a obter-se a concentração lipídica final desejada (tipicamente 4 - 6 mM). 
De seguida, procedeu-se à agitação da dispersão lipídica no vortéx para a suspensão do filme de 
fosfolípido, sendo depois as amostras equilibradas através da realização de 10 ciclos de 
congelação-descongelação, respectivamente em azoto líquido (-80ºC) e num banho de água a 
50ºC (com uma temperatura superior à temperatura de transição de fase dos fosfolípidos puros), 
obtendo-se desta forma uma suspensão de MLV. 
Na preparação dos LUV a partir dos MLV utilizou-se um mini-extruder da Avanti Polar Lipids, 
tendo-se seguido as instruções do fabricante na sua montagem e operação. Antes de se proceder 
à extrusão dos MLV, efectuou-se uma pré-lavagem do sistema através de 11 passagens de 
solução tampão, seguida de 31 passagens da suspensão lipídica, através de um par de filtros de 
policarbonato com poros de 100 nm de diâmetro (Nucleopore). Após a preparação dos LUV, estes 
foram mantidos a 4ºC, protegidos da luz, até serem utilizados, tipicamente nas 24 – 48 h 
seguintes à preparação da amostra. Os estudos de espectroscopia de correlação de fluorescência 
(FCS) realizados mostraram, no entanto, que as amostras preparadas eram estáveis pelo menos 
durante 5 dias após a sua preparação, quando mantidas a esta temperatura. 
Foram também preparados LUV contendo a sonda BODIPY-PC numa razão sonda/lípido 
1:10000, através da co-solubilização da sonda com os fosfolípidos antes de se proceder à 
evaporação do solvente. 
 
2.3  Preparação de sistemas modelo de membranas




2.3.2  Vesículas unilamelares pequenas 
Neste trabalho, utilizaram-se igualmente vesículas unilamelares pequenas (SUV) de POPC 1 
mM preparadas por sonificação de uma suspensão de MLV (Szoka and Papahadjopoulos, 1980). 
Este sistema modelo de membranas é termodinamicamente menos estável do que os LUV, pelo 
que é frequentemente utilizado em métodos de bloqueamento para impedir a adesão das 
amostras em estudo à superfície do material (Gulcev and Lucy, 2008). 
Após a obtenção de uma suspensão de MLV de acordo com o método descrito anteriormente, 
a dispersão lipídica foi sonificada num sonificador Branson 250 com uma ponta de titânio plana, 
até se obter uma amostra com elevada transparência óptica. Concretamente, foram realizados 10 
ciclos de sonificação durante 30 s, intervalados com o arrefecimento da amostra durante 1 min a 
4ºC, para evitar o seu sobre-aquecimento. Posteriormente, centrifugou-se a amostra a 18 000xg 
(centrifuga Sigma 2K15), durante 30 minutos à temperatura ambiente, de forma a remover as 
partículas de titânio libertadas pela sonda durante a sonificação e as vesículas multilamelares de 
maiores dimensões que persistiam em solução.   
 
2.3.3 Doseamento de fosfolípido 
A determinação da concentração de fosfolípidos foi realizada de acordo com o procedimento 
descrito por Mcclare (Mcclare, 1971). Este método baseia-se na determinação do fosfato 
inorgânico (Pi) obtido após uma hidrólise ácida, a 200ºC, dos fosfolípidos presentes na amostra 
usando-se ácido perclórico. O Pi formado reage, em meio ácido, com o molibdato de amónio 
originando ácido fosfomolibdíco, que é posteriormente reduzido quantitativamente pelo ácido 




2.4.1  Espectroscopia de absorção UV-Vis 
Os espectros de absorção na gama do ultravioleta-visível (UV-Vis) foram medidos num 
espectrofotómetro de feixe duplo Shimadzu UV-3101PC, utilizando-se uma largura de banda de 1 
nm. No doseamento das amostras, foram utilizadas tipicamente células de absorção UV-Vis de 
quartzo, pretas, 1cm x 0.4cm da Hellma. 
As concentrações das soluções stock das sondas rodamina 110, BODIPY-PC e ThT T foram 
determinadas espectrofotometricamente, utilizando-se os seguintes valores de coeficientes de 
absorção molar: ߝ(rodamina 110, 499 nm, metanol) = 82 000 M-1cm-1, ߝ(BODIPY-PC, 509 nm, 
etanol) = 86 000 M-1cm-1 (Haugland, 1996) e ߝ(ThT, 420 nm) = 24 420 M-1cm-1 (Ahmad et al., 
2005). Na determinação da razão de marcação final, D/Pfinal, do lisozima conjugado com as 
2.4 Métodos espectroscópicos




sondas fluorescentes (secção 2.2) considerou-se ߝPଶ଼଴ = 37 860 M
-1cm-1 (Pace et al., 1995), ߝD
ఒౣ౗౮ 
(Alexa Fluor 488 SE, 495 nm, solução aquosa, pH 7) = 71 000 M-1cm-1 com CF= 0.11 (Haugland, 
1996) e ߝD
ఒౣ౗౮ (BODIPY FL SE, 502 nm, metanol) = 82 000 M-1cm-1 (Haugland, 1996) com CF= 
0.024. 
 
2.4.2  Espectroscopia de dicroísmo circular  
Após a realização da cromatografia de exclusão molecular, as amostras de lisozima conjugado 
com Alexa Fluor 488 (Alexa488-Lz) e BODIPY FL (BODIPY-Lz) encontravam-se em tampão 
HEPES-KOH (pH 7.4) 20mM com EDTA 0.1mM, que absorve fortemente na região do ultravioleta 
longíquo (far UV 190-250nm). Assim, foi necessário realizar uma diálise prévia destas amostras 
contra tampão de fosfatos (pH 7.4) 20 mM, durante 8h, pois este apresenta uma absorção mínima 
nesta região espectral. Na diálise utilizou-se um mini-kit da Amersham Biosenses (Mini Dialysis Kit 
cut off 8KDa, Amersham Biosciences) contendo uma membrana com um limite de exclusão de 8 
kDa, possibilitando assim uma eficiente troca de tampões. Antes da realização das medidas de 
dicroísmo circular (CD), a concentração de proteína foi novamente determinada, tendo-se utilizado 
uma concentração de 7.5 μM em todas as medidas de CD. 
Os espectros de CD das amostras (lisozima não derivatizado, Alexa488-Lz ou BODIPY-Lz) 
foram medidos num dicrógrafo da Appiled Photophysics ໋כ-180, entre 190 e 250 nm. Para cada 
amostra foram adquiridos 10 espectros, cuja média foi calculada no final, tendo-se depois 
subtraído o espectro do tampão. Todas as medidas foram realizadas a 25ºC, utilizando-se células 
de quartzo com um percurso óptico de 1 mm da Hellma.  
Os resultados foram expressos em termos da elipticidade média por resíduo ao c.d.o. 




10 · ݈ · ሾܲሿ
 
eq. 2.5 
onde θ஛ é a elipticidade medida (em graus) ao c.d.o λ, ݈ e ሾܲሿ correspondem, respectivamente, ao 
percurso óptico (em cm) e à concentração de proteína (em g/mL) e ܯܴܹ é a massa molecular 







onde ܯ௥ corresponde à massa molecular relativa da proteína e ୟܰୟ ao seu número de resíduos de 
aminoácidos. 
 




2.4.3  Espectroscopia de fluorescência em estado estacionário 
As medidas de fluorescência em estado estacionário foram realizadas num espectrofluorímetro 
SLM-Aminco 8100 Series 2 (Horiba Jobin Yvon Inc., Edison, NJ) com monocromadores duplos na 
excitação e na emissão, MC-400, em geometria de ângulo recto, sendo a fonte de radiação uma 
lâmpada de arco de Xe de 450W e a referência uma solução de contador quântico rodamina B.  
Tipicamente, as medidas foram realizadas usando-se larguras de banda de 4 e 8 nm na 
excitação e na emissão, respectivamente, com os polarizadores colocados ao ângulo mágico 
(54.7º) (Lakowicz, 2006). A principal excepção ocorreu nos estudos realizados com a ThT em que, 
devido à intensidade de fluorescência caracteristicamente muito baixa das amostras, se omitiu a 
utilização dos polarizadores. Os comprimentos de onda de excitação e de emissão variaram 
consoante o tipo de sonda fluorescente presente na amostra, sendo indicados na legenda das 
respectivas figuras. A intensidade de fluorescência de um branco adequado a cada amostra, ou 
seja, da solução tampão ou de uma suspensão de vesículas com igual concentração lipídica, foi 
sempre subtraída à da amostra em estudo. Todos os espectros de excitação e de emissão de 
fluorescência foram ainda corrigidos para a diferente resposta instrumental do aparelho que 
advém da dependência das características de emissão da lâmpada, de transmissão dos 
monocromadores e da sensibilidade dos fotomultiplicadores com o comprimento de onda utilizado 
nas medidas realizadas. A correcção foi efectuada através da utilização de ficheiros de correcção 
determinados anteriormente no laboratório de Biofísica Molecular usando compostos 
fluorescentes padrão (Lakowicz, 2006). Nas medidas realizadas utilizaram-se cuvettes de quartzo 
0.5cm x 0.5cm da Hellma. 
 
Anisotropia de fluorescência em estado estacionário 
As medidas de anisotropia baseiam-se no princípio da excitação fotoselectiva de um fluoróforo 
por luz polarizada. Estas medidas revelam o deslocamento angular médio que ocorre entre a 
absorção e a emissão de um fotão por parte de um fluoróforo, sendo este genericamente 
dependente da extensão da difusão rotacional da molécula durante o seu tempo de vida no estado 
excitado. 




IVV ‐ G . IVH
IVV൅ 2 . G . IVH
 
eq. 2.7 
onde as diferentes intensidades ܫ௜௝  correspondem às componentes vertical e horizontal da 
emissão de fluorescência em estado estacionário com excitação vertical (ܫVV e ܫVH, 
respectivamente) e horizontal (ܫHV e ܫHH, respectivamente) em relação ao eixo de emissão. O 
factor G da equação anterior (ܩ ൌ ܫHV ܫHH⁄  (Lakowicz, 2006)) corrige as medidas de anisotropia de 




fluorescência para o facto de o monocromador de emissão, o fotomultiplicador e a óptica 
associada não detectarem com a mesma eficiência a radiação polarizada vertical e 
horizontalmente. A polarização de radiação de excitação e emissão foram obtidas mediante a 
utilização de polarizadores Glan-Thompson, no formato L, ou seja, em que se utiliza apenas um 
canal de emissão. Os valores de intensidade de fluorescência dos brancos correspondentes a 
cada amostra foram subtraídos componente a componente. 
 Uma fonte potencial de artefactos experimentais nas medidas de anisotropia de fluorescência 
consiste na despolarização artificial do sinal de fluorescência causada pela suspensão de 
lipossomas, em particular quando se usam concentrações lipídicas muito elevadas (Lentz et al., 
1979;Lakowicz, 2006). Nos estudos da dependência da anisotropia de fluorescência do Alexa488-
Lz com a concentração total de lípido em solução, [Lip], este efeito foi tomado em consideração 
através da realização de uma experiência controlo com LUV de POPC. Atendendo a que o 
lisozima interactua muito fracamente com lipossomas neutros (Bergers et al., 1993), atribuiu-se a 
diminuição linear progressiva registada na anisotropia de fluorescência da proteína conjugada 
com a concentração total de lípido em solução (detectada para [Lip] ≥ 0.6 mM) unicamente a este 
artefacto. Deste modo, foi possível calcular os factores de correcção necessários de modo a 
tornar as medidas deste parâmetro independentes da concentração lipídica presente em cada 
ensaio. 
 
Estudos de agregação das vesículas lipídicas induzida pelo lisozima 
As amostras foram preparadas de modo independente na ausência e na presença de proteína 
(concentrações proteicas finais constantes: Alexa488-Lz 0.5 e 3.0 μM ou lisozima 3.0 μM), às 
quais foram adicionadas concentrações crescentes de LUV de POPC:POPS 70:30. Após um 
período de incubação de 1h, mediu-se a dispersão das suspensões lipídicas a 90º, ܫௗ, sem 
polarizadores, e com os monocromadores de excitação e de emissão a 650 nm, comprimento de 
onda ao qual a amostra não absorve. Estes ensaios foram realizados em cuvettes de quartzo 
0.5cm x 0.5cm da Hellma. Neste caso, foram também realizados o mesmo conjunto de medidas 
para as amostras dos ensaios com ThT. 
 
Determinação da constante de equilíbrio de dissociação, Kd, do complexo lisozima:sonda  
A ligação de um ligando, ܮ, a uma proteína, ܲ, que resulta na formação de um complexo 1:1 
não covalente, ܮܲ: 
 















e pelas seguintes equações de balanço de massas: 
 
 ሾܮሿ௧ ൌ ሾܮሿ௙ ൅ ሾܮܲሿ 
 eq. 2.10 
ሾܲሿ௧ ൌ ሾܲሿ௙ ൅ ሾܮܲሿ 
eq. 2.11 
onde ሾܮሿ௜ e ሾܲሿ௜  representam, respectivamente, as concentrações de ligando e de proteína 
presentes em solução (݅ ൌ ݐ, concentração total e ݅ ൌ ݂, concentração livre), e ሾܮܲሿ é a 
concentração do complexo ligando:proteína formado. 
No caso de a proteína adicionada à solução estar presente em grande excesso em relação à 
concentração de ligando, fixa, usada em cada ensaio, vem: 
 
ሾܲሿ௙ ൎ ሾܲሿ௧ 
eq. 2.12 
A partir das equações anteriores é possível deduzir a dependência da fracção molar de ligando 










Nos estudos de ligação das sondas livres (Alexa Fluor 488 e BODIPY FL após a sua reacção 
com a hidroxilamina) ao lisozima da clara de ovo por medidas de fluorescência em estado 
estacionário, realizados em tampão HEPES-KOH (pH 7.4) 20 mM com EDTA 0.1 mM, 
prepararam-se várias amostras independentes com uma concentração total de ligando fixa (ሾܮሿ௧ ൌ 
0.1 μM), às quais se adicionou uma concentração progressivamente crescente de proteína. Após 
um período de incubação das amostras de 30 min, à temperatura ambiente, mediu-se a 
intensidade de fluorescência, ܫ, e a anisotropia de fluorescência, ۃݎۄ, em estado estacionário das 
várias amostras preparadas. A constante de dissociação, ܭௗ, que caracteriza o equilíbrio em 
estudo foi obtida através do ajuste das seguintes equações aos resultados experimentais obtidos 
(ܫ ou ۃݎۄ versus  ሾܲሿ௧) através da realização de uma regressão não linear pelo método dos 
mínimos quadrados: 
 




Caso I – Diminuição da intensidade de fluorescência do ligando, ܫ, com o aumento da 
concentração total de proteína,  ሾܲሿ௧ , em solução 
 





onde ܫ௜ representa a intensidade de fluorescência do ligando na ausência de proteína (݅ ൌ ݂) e 
quando todo o ligando se encontra ligado à proteína (݅ ൌ ܾ) e ߂ܫ௠௔௫ ൌ ܫ௙ െ ܫ௕.  
 
Caso II – Aumento da anisotropia de fluorescência do ligando, ۃݎۄ, com o aumento da 
concentração total de proteína,  ሾܲሿ௧, em solução   
 
ۃݎۄ ൌ
ܨ · ۃݎۄ௙  · ሺܭௗ ൅ ሾܲሿ௧ሻ ൅ ൫ۃݎۄ௕  െ  ۃݎۄ௙ܨ൯ · ሾܲሿ௧
ܨ · ሺܭௗ ൅ ሾܲሿ௧ሻ ൅ ሺ1 െ ܨሻ · ሾܲሿ௧
 
eq. 2.15 
onde ۃݎۄ௜ representa a anisotropia de fluorescência do ligando na ausência de proteína (݅ ൌ ݂) e 
quando todo o ligando se encontra ligado à proteína (݅ ൌ ܾ), e o factor ܨ ൌ ܫ௙ ߂ܫ௠௔௫ ⁄  traduz a 
variação ocorrida no valor do rendimento quântico de fluorescência do ligando causado pela sua 
ligação não covalente à proteína.   
 
Medição da formação de fibrilhas pelo lisozima através da fluorescência da sonda tioflavina T 
As amostras foram obtidas através da preparação de misturas independentes de LUV 
POPC:POPS 70:30, com concentrações crescentes, e lisozima (com uma concentração constante 
de 3 μM). Após um período de incubação de 30 min, adicionou-se ThT (9 μM), medindo-se, após 
1h de incubação, o espectro de emissão da sonda presente em cada amostra, sem polarizadores 
(c.d.o de excitação e de emissão iguais a 420nm e 435-600 nm). Como controlo, foram 
preparadas o mesmo conjunto de amostras só que, neste caso, não se adicionou lisozima. Estes 
ensaios foram também realizados em cuvettes de quartzo 0.5cm x 0.5cm da Hellma. 
 
2.4.4 Espectroscopia de fluorescência resolvida no tempo 
Decaimentos de intensidade e de anisotropia de fluorescência 
As medidas de decaimento da intensidade de fluorescência foram obtidas pela técnica de 
cronometragem de fotão único (TCSPT - Time-Correlated Single-Photon Timing) com excitação 
por laser pulsado (Lakowicz, 2006). Nesta técnica, assume-se que o histograma obtido através do 
registo repetido da probabilidade de emissão de um único fotão após a excitação da amostra 
deverá ser idêntico à curva de decaimento de intensidade de fluorescência que se obteria se 
todos os fotões emitidos pela amostra, após um único pulso de excitação, fossem detectados. 




Resumidamente, nesta técnica utiliza-se uma fonte de radiação pulsada, com uma taxa de 
repetição elevada, para excitar a amostra. As condições experimentais são ajustadas de modo a 
que, por cada pulso de excitação, a probabilidade de detecção de um fotão emitido pela amostra 
seja inferior à unidade. Após cada pulso do laser, inicia-se uma rampa de voltagem num conversor 
de tempo-amplitude. A rampa de voltagem é depois parada quando o primeiro fotão emitido pela 
amostra é detectado. A voltagem medida é proporcional ao tempo decorrido entre a excitação da 
amostra e a detecção do primeiro fotão por si emitido. Um analisador de multicanais converte 
depois a voltagem num canal temporal, utilizando um conversor analógico-digital. Através da 
soma de vários pulsos é obtido um histograma de contagens de fotões em função do tempo, que 
representa a probabilidade de ocorrência de emissão de um fotão de fluorescência pela amostra 
em função do tempo decorrido desde a sua excitação. 
O pulso de excitação foi obtido a partir de um sistema de laser de estado sólido Ti:safira. Este 
sistema consiste num laser de estado sólido Nd:YVO4 Milennia Xs (Spectra Physics) bombeado 
por díodos, que por sua vez bombeia um laser Ti:safira com interligação de modos Tsunami 
(Spectra Physics). Os pulsos de saída deste laser, com duração temporal inferior a 100 fs, taxa de 
repetição de ~80 MHz e gama de sintonia 700-1000nm, são escolhidos por um selector de pulsos 
(Angewand Physik and Electronik) para reduzir a sua taxa de repetição para 4 MHz. 
O decaimento de intensidade de fluorescência total, ܫሺݐሻ, de uma amostra foi medido com o 
polarizador de emissão colocado ao ângulo mágico relativamente ao feixe de excitação polarizado 
verticalmente. Para a análise de decaimento da anisotropia, as componentes de fluorescência 
polarizada vertical, ܫVV ሺݐሻ, e horizontalmente, ܫVH ሺݐሻ, com excitação polarizada verticalmente, 
foram recolhidas alternado a orientação do polarizador de emissão ao longo do tempo.  
A excitação do lisozima conjugado com as sondas Alexa Fluor 488 e BODIPY FL foi realizada 
a 460 nm (através da duplicação da frequência do laser de estado sólido Ti:safira), sendo a 
emissão recolhida a 515 ou a 510 nm, respectivamente. O comprimento de onda de emissão foi 
seleccionado por um monocromador Jobin Yvon HR320 (Horiba Jobin Ivon Inc). No entanto, 
devido à elevada intensidade do pulso de excitação, foi necessário colocar ainda um filtro de corte 
de forma a evitar que a radiação de excitação dispersa atingisse o detector. O perfil do pulso de 
excitação da amostra foi obtido com uma mistura dispersante de Ludox (suspensão aquosa de 
sílica coloidal (Aldrich)). As curvas de decaimento foram armazenadas em 1024 canais, utilizando-
se escalas de tempo que variavam tipicamente entre 15.3 e 21 ps/canal, dependendo do tipo de 
sonda e da quantidade de lípido presente em cada amostra. O número de contagens no canal do 
pico dos histogramas obtidos para a amostra e para a função de resposta instrumental (FRI) foi 
tipicamente igual a cerca de 20 000 e 50 000, respectivamente. A aquisição de um branco para 
cada amostra (solução tampão ou suspensão lipídica) revelou-se desnecessária devido ao seu 
número muito reduzido de contagens. As medidas de fluorescência em estado transiente foram 
realizadas maioritariamente em células de quartzo 0.5cm x 0.5cm, exceptuando alguns casos 




pontuais em que se utilizaram células de quartzo 1cm x 0.2cm e 1cm x 0.4cm, todas provenientes 
da Hellma.  
 
Análise das curvas de decaimento de intensidade de fluorescência 
O decaimento de intensidade de fluorescência de um fluoróforo ܫሺݐሻ, é descrito por uma curva 
monoexponencial (Lakowicz, 2006): 
 
ܫሺݐሻ ൌ  ܫ଴ ݁ݔ݌ ሺെ ݐ ߬⁄ ሻ 
eq. 2.16 
onde ܫ଴ é a intensidade de fluorescência ao tempo 0 e ߬ é o tempo de vida do fluoróforo, que 
representa o seu tempo de permanência médio no estado excitado antes de regressar ao estado 
fundamental por emissão de fluorescência. 
No entanto, em muitos casos, as amostras apresentam um decaimento mais complexo 
descrito por uma soma de exponenciais: 
 





onde ߙ௜ é a pré-exponencial ou amplitude normalizada (∑ ߙ௜ ൌ 1௡௜ୀଵ ) e ߬௜ o tempo de vida da 
componente ݅.  
Assim, o tempo de vida médio, ۃτۄ, de um fluoróforo que apresente um decaimento de 
intensidade de fluorescência multi-exponencial é definido por, 
 
ۃ߬ۄ ൌ













ou seja,  












onde ௜݂ é a fracção de luz emitida pela componente i (igual à contribuição de cada componente i 
para a intensidade de fluorescência emitida em estado estacionário). 




A relação básica existente entre a intensidade de fluorescência de uma amostra medida em 
estado estacionário, I, e a sua curva de decaimento de intensidade de fluorescência, ܫሺݐሻ, é dada 
pela seguinte equação: 
 





Deste modo, e atendendo à Eq. 2.17, conclui-se que o tempo de vida médio de fluorescência de 
um composto ponderado com as amplitudes, ߙ௜, de cada componente i do decaimento de 
intensidade de fluorescência, ߬ҧ, é proporcional à área debaixo da curva de decaimento, ou seja, é 
proporcional ao rendimento quântico de emissão de fluorescência do fluróforo em estudo: 
 





Este parâmetro recebe assim frequentemente a designação de rendimento quântico ponderado 
pelos tempos de vida (lifetime-weighted quantum yield) (Lakowicz, 2006). 
 
Na análise das curvas de decaimento de intensidade de fluorescência obtidas por TCSPT é 
necessário ter em conta que estas não representam directamente a cinética de emissão de 
fluorescência pela amostra que seria obtida após a sua excitação com um pulso de duração 
infinitesimal. Com efeito, as curvas experimentais, ୣܫ ୶୮ሺݐሻ, são distorcidas pela duração finita do 
pulso da função de resposta instrumental, ܮሺݐሻ, sendo os decaimentos descritos pelo seguinte 
integral de convolução: 
 
ܫ௘௫௣ሺݐሻ ൌ න ܮሺݐᇱሻ
௧
଴
. ܫሺݐ െ ݐᇱሻ݀ݐ ൌ ܮ ٔ ܫ 
eq. 2.23 
A análise das curvas de decaimento de intensidade e de anisotropia de fluorescência foram 
realizadas no programa TRFA (versão 1.4) do Scientific Software Technologies Center (Belarusian 
State University). De um modo resumido, neste programa calcula-se, primeiro, o decaimento de 
intensidade de fluorescência de uma amostra, ܫ௖௔௟௖ሺݐሻ, através da realização de uma convolução 
da função de resposta instrumental do sistema, ܮሺݐሻ  (experimental) com a função empírica, 
ܫሺݐሻ, descrita pela Eq. 2.17:  
 
ܫ௖௔௟௖ሺݐሻ ൌ ܮ ٔ ܫ 
eq. 2.24 




Em seguida, os parâmetros ߙ௜ e ߬௜, que melhor descrevem empiricamente a cinética de emissão 
de fluorescência da amostra, são optimizados através da realização de uma regressão não linear 
pelo método dos mínimos quadrados. Neste processo, a soma pesada do quadrado dos desvios 
entre ୣܫ ୶୮ሺݐሻ e ܫୡୟ୪ୡሺݐሻ é minimizada progressivamente, de um modo iterativo, através da aplicação 
do algoritmo de Marquardt (Marquardt, 1963). A qualidade dos ajustes realizados foi avaliada 
através dos valores de χ2 reduzido e dos gráficos de resíduos pesados (Res) e da sua auto-
correlação. Em todas as análises realizadas os valores de χ2 reduzido foram inferiores a 1.3 e os 
resíduos e a auto-correlação distribuíam-se aleatoriamente em torno de 0. 
 
Análise das curvas de decaimento de anisotropia 
As curvas de decaimento de anisotropia, ݎሺݐሻ, podem ser descritas empiricamente através da 
soma de n exponenciais (Lakowicz, 2006): 
 
ݎሺݐሻ ൌ  ෍ ߚ௜ ݁ݔ݌ሺെݐ/߶௜
௡
௜ୀଵ
ሻ  ൅ ݎஶ  
eq. 2.25 
onde ߚ௜ e ߶௜ correspondem, respectivamente, à anisotropia inicial (amplitude normalizada: 
∑ ߚ௜ ൌ ݎሺ0ሻ
௡
௜ୀଵ  ൑  ݎ୭ , a  anisotropia fundamental do fluoróforo) e ao tempo de correlação rotacional 
da componente i do decaimento. Por sua vez, o parâmetro ݎஶ é a anisotropia residual da amostra, 
que permite inferir sobre possíveis restrições presentes no processo de despolarização da sua 
emissão de fluorescência. 
Para a determinação dos valores numéricos dos parâmetros da anisotropia realizou-se uma 
análise global das componentes experimentais obtidas, ܫVV
ୣ୶୮ሺݐሻ e ܫVH
ୣ୶୮ሺݐሻ. De um modo análogo ao 
método descrito anteriormente, no programa utilizado calcularam-se, primeiro, as funções ܫVVୡୟ୪ୡሺݐሻ 
e ܫVH௖ୟ୪ୡሺݐሻ através da convolução da função de resposta instrumental do sistema, 
ܮሺݐሻ (experimental) com as funções ܫVV ሺݐሻ e ܫVH ሺݐሻ, respectivamente, definidas por: 
 
ܫ௏௏ ሺݐሻ ൌ  
ܫሺݐሻ
3
 ሾ1 ൅ 2 ݎሺݐሻሿ 
eq. 2.26 
ܫ௏ு ሺݐሻ ൌ  
ܫሺݐሻ
3
 ሾ1 െ  ݎሺݐሻሿ 
eq. 2.27 
Em seguida, os parâmetros ߚ௜, ߶௜ e ݎஶ, que melhor descrevem empiricamente as curvas de 
anisotropia resolvidas no tempo, ݎሺݐሻ (Eq. 2.25), foram optimizados através da realização de uma 
regressão não linear pelo método dos mínimos quadrados baseada no algoritmo de Marquardt 
(Marquardt, 1963). Neste processo, as somas pesadas do quadrado dos desvios entre ܫVV
ୣ୶୮ሺݐሻ e 





ୡୟ୪ୡሺݐሻ  e ܫVH
ୣ୶୮ሺݐሻ e ܫVH௖ୟ୪ୡሺݐሻ foram  minimizadas progressivamente, de um modo iterativo e em 
simultâneo, através da interligação dos parâmetros ߚ௜, ߶௜ e ݎஶ entre as Eqs. 2.26 e 2.27, ou seja, 
apesar de se permitir que o valor destes parâmetros variasse, obrigou-se a que o mesmo conjunto 
de parâmetros satisfizesse ambas as equações em simultâneo. De modo a se diminuir o número 
total de parâmetros necessários ao ajuste das curvas experimentais, os parâmetros ߬௜ utilizados 
nas Eqs. 2.26 e 2.27 foram fixos nos valores obtidos previamente na análise do decaimento de 
intensidade de fluorescência da amostra ao ângulo mágico, ܫሺݐሻ. A qualidade final dos ajustes 
realizados foi efectuada empregando os critérios estatísticos usuais, ou seja, a obtenção de 
valores de χ2 reduzido inferiores a 1.3 e distribuições aleatórias dos resíduos pesados em torno de 
0. 
A possibilidade da presença de artefactos experimentais, tais como a ocorrência de 
fotobranqueamento da amostra ou de flutuações na intensidade do laser durante as medidas 
experimentais de ܫVV ሺݐሻ e ܫVH ሺݐሻ, foi corrigida no programa usado através do cálculo do factor G, 
que se encontra relacionado com a anisotropia de fluorescência em estado estacionário, ۃݎۄ, 










Tal como esperado, os valores determinados para o factor ܩ eram muito próximos de 1, variando 
entre 0.9 e 1.1. 
No final, e de forma a confirmar adicionalmente a qualidade dos ajustes efectuados, calculou-
se a anisotropia em estado estacionário utilizando os valores dos parâmetros ߙ௜, ߬௜, ߚ௜, ߶௜ e ݎஶ 
optimizados nos ajustes efectuados às curvas de decaimento de anisotropia (Eq. 2.25) e de 
intensidade de fluorescência resolvidas no tempo (Eq. 2.17), através da expressão: 
 
ۃݎۄ௖௔௟௖ ൌ








e comparou-se o seu valor com as medidas experimentais de anisotropia de fluorescência 
realizadas no espectrofluorímetro. 
 
2.4.5 Espectroscopia de correlação de fluorescência 
A técnica de FCS permite analisar as flutuações na intensidade de fluorescência emitida por 
um pequeno número de moléculas num pequeno volume de observação. As flutuações da 
intensidade de fluorescência podem resultar de vários processos que ocorrem ao nível molecular: 
(i) variação da concentração local do fluoróforo devido à sua difusão browniana para dentro e para 




fora do volume de observação; (ii) variação da população de fluoróforos nos estados excitados 
singuleto ou tripleto e/ou (iii) variações das propriedades físico-químicas do fluoróforo (Hess et al., 
2002;Haustein and Schwille, 2004;Al Soufi et al., 2005;Haustein and Schwille, 2007;Al Soufi et al., 
2008) A técnica de FCS foi desenvolvida no inicio da década de 70 por Madge, Elson e Webb 
(Magde et al., 1972;Ehrenber and Rigler, 1974). No entanto, devido à necessidade em se 
utilizarem elevadas concentrações de fluoróforo, às variações que ocorriam na intensidade dos 
lasers, ao baixo rendimento quântico dos fluoróforos e à baixa eficiência dos detectores, esta 
técnica foi abandonada durante aproximadamente duas décadas. Apenas após a introdução do 
elemento de volume confocal por Rigler (Rigler et al., 1993)  e o desenvolvimento de detectores 
fotodíodos de avalanche (APD, avalanche photodiode detector), extremamente sensíveis, é que 
se observou um aumento exponencial na implementação desta técnica. Actualmente, a técnica de 
FCS, que apresenta uma elevada resolução temporal e espacial, é amplamente aplicada numa 
vasta gama de estudos bioquímicos e biofísicos realizados quer in vivo, quer in vitro. Nestes 
estudos, têm sido analisados vários processos biológicos, de entre os quais se destaca as 
interacções moleculares, alterações conformacionais de proteínas e a ligação de ligandos a 
receptores (Hess et al., 2002;Bacia et al., 2006;Haustein and Schwille, 2007). 
 
2.4.5.1 Fundamento teórico 
Na técnica de FCS são medidas as flutuações da intensidade de fluorescência, ߜܫሺݐሻ, em torno 
de um valor médio, ۃܫሺݐሻۄ, sendo depois calculada a função de auto-correlação (AC) normalizada 
da intensidade de fluorescência, que é dada pelo produto entre as flutuações da intensidade de 
fluorescência a um dado tempo ݐ, ߜܫሺݐሻ, e a um tempo de atraso ߬, ߜܫሺݐ ൅ ߬ሻ, normalizado pelo 




ۃܫሺݐሻ. ܫሺݐ ൅ ߬ሻۄ
ۃܫሺݐሻۄଶ
ൌ
















Assim, em FCS é quantificada a semelhança entre o sinal de fluorescência a um tempo ݐ e um 
tempo ݐ ൅  ߬, que é proporcional à área de sobreposição entre as intensidades de fluorescência 
correspondentes a estes dois tempos (Fig. 2.2). 






Figura 2.2 – Principio da espectroscopia de correlação de fluorescência. 
(A) Quando os fluoróforos difundem através do volume de observação, produzem flutuações na intensidade de 
fluorescência da amostra; (B) Estas flutuações são analisadas de forma a comparar o sinal a um tempo ݐ e a um 
tempo de atraso ߬. As flutuações de ܨሺݐ ൅ ߬ሻ encontram-se deslocadas para a direita em relação a ܨሺݐሻ; (C) 
Ambas são multiplicadas e a área de sobreposição dá o valor de auto-correlação para o tempo ߬. Para tempos ߬  
pequenos, a sobreposição normalizada é elevada, diminuindo gradualmente à medida que ߬ aumenta. Adaptado 
de (Haustein and Schwille, 2004). 
 
Uma vez que as flutuações relativas no sinal de fluorescência se tornam pequenas com o 
aumento do número de partículas fluorescentes presentes no volume de observação, é importante 
minimizar o número de moléculas no volume confocal entre 0.1 e 1000. Assim, é aconselhado 
usarem-se concentrações na ordem dos nM nas medidas de FCS (Haustein and Schwille, 2007). 
É de notar que os parâmetros ݐ e ߬ em FCS têm um significado diferente do das medidas de 
fluorescência resolvidas no tempo, onde ݐ refere-se ao tempo após o pulso de excitação e ߬ ao 
tempo de vida do fluoróforo. Em FCS, ݐ é o tempo real e ߬ refere-se à diferença de tempo entre as 
duas medidas. 
 
Função de auto-correlação para a difusão de uma espécie única 
Caso I - Modelo 3D Gaussiano 
A função de AC que descreve o movimento de difusão brownianio de uma espécie única num 
elemento de volume com um perfil 3D Gaussiano (excitação monofotónica – 1PE), ܩଷDሺ߬ሻ, é 
descrita pela seguinte equação (Hess et al., 2002;Rusu et al., 2004;Lakowicz, 2006;Haustein and 



















onde ܰ é o número médio de fluoróforos no elemento de volume e ߬஽ é o tempo de difusão, ou 
seja, é o tempo de residência médio de uma molécula no volume confocal. O valor de ߬஽ 
encontra-se relacionado com o coeficiente de difusão, ܦ, do fluoróforo através da equação: 
A B C









Por sua vez, o parâmetro estrutural, ܵ, que é igual à razão entre os raios axial, ݖ଴, e equatorial, ߱଴, 
do volume confocal (Figura 2.3.B), caracteriza a forma do volume de detecção (ver secção 
2.4.5.4): 
 
 ܵ ൌ  ݖ௢ ߱଴⁄  
eq. 2.35 
A concentração de moléculas no volume efectivo, ܸୣ ୤, pode ser determinada directamente 
através da amplitude da curva de auto-correlação, tendo em conta que ܩሺ0ሻ ൌ 1 ܰ⁄ . No entanto, a 
determinação do valor exacto do volume efectivo é difícil, uma vez que este depende do tipo de 
excitação da amostra, 1PE ou excitação bifotónica (2PE), e do seu perfil de detecção. No caso de 
um perfil de detecção 3D Gaussiano, ܸୣ ୤ é dado por (Al Soufi et al., 2005;Lakowicz, 2006;Kim et 
al., 2007), 
 




Caso II - Modelo 3D Gaussiano com tripleto 
Além da difusão browniana, as flutuações na intensidade de fluorescência da amostra também 
podem dever-se a transições para o estado tripleto, que ocorrem frequentemente quando se utiliza 
1PE e intensidades de laser elevadas. Neste caso, é necessário introduzir um termo adicional, ܩT, 
na eq. 2.33 (Rusu et al., 2004;Haustein and Schwille, 2007): 
 
ܩ் ൌ 1 ൅ ܣ்݁ିఛ ఛ೅
⁄  
eq. 2.37 
onde ߬T corresponde ao tempo de vida do tripleto e ܣT à sua amplitude, que depende da fracção 
de fluoróforos, ܶ, no estado tripleto: 
 
ܣ் ൌ ܶ ሺ1 െ ܶሻ⁄  
eq. 2.38  
É de notar que o valor de ܣT, além de ser função do tipo de fluoróforo usado, depende ainda 
criticamente da intensidade do laser utilizada.  
Deste modo, a função de AC para uma espécie única em que se considera a ocorrência de 
transições para o estado tripleto, ܩଷDTሺ߬ሻ, pode ser descrita como o produto entre ܩT e ܩଷDሺ߬ሻ, 
pelo que vem: 
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A equação anterior é válida quando (i) a transição para o estado tripleto não afecta o tempo de 
difusão da molécula e, (ii) ߬T ا ߬D . 
 
Função de auto-correlação para a difusão de n espécies 
A função de AC para um sistema com n espécies diferentes que apresentam um movimento 
de difusão browniano é descrita por uma soma ponderada das funções de AC de cada 
componente individual, ܩ௜ሺ߬ሻ(Hess et al., 2002;Lakowicz, 2006): 
 












onde ௜ܰ é o número médio de partículas da espécie ݅ associada a um brilho ܤ௜. Este último 
parâmetro depende do rendimento quântico de fluorescência da espécie ݅  e da eficiência de 
detecção do sinal de fluorescência no microscópio confocal. 
 
2.4.5.2  Montagem experimental 
As medidas de FCS foram realizadas num microscópio invertido confocal SP5 TCS da Leica 
(Leica Mycrosystems), cuja montagem experimental se encontra esquematizada na Figura 2.3.A. 
O microscópio utilizado estava equipado com uma objectiva de imersão em água (HCX PL 
Apochromat 63x, NA 1.2 (Zeiss)) e de um laser de Ar+ contínuo (1PE). A objectiva utilizada 
contém um colar de correcção que permite ajustar a óptica do sistema para as diferentes 
espessuras das placas, que devem ter valores compreendidos entre 140-180 μM. A excitação dos 
fluoróforos foi realizada a 488 nm, e a emissão foi colectada através de um filtro de banda BP 505-
530 presente no canal 1 do cubo de filtros. O sistema tinha ainda um pinhole com 114.1 μm de 
diâmetro no plano da imagem que bloqueava o sinal da amostra fora do plano confocal. A 
intensidade de fluorescência da amostra foi detectada por um APD e o sinal foi enviado para um 
correlador digital da ISS Alba para ser auto-correlacionado.  
  








Figura 2.3 – Instrumentação utilizada em medidas de FCS 1PE. 
 (A) De um modo resumido, nesta técnica a radiação de excitação proveniente do laser é direccionada para a 
objectiva de elevada abertura numérica (NA) através de um espelho dicróico. O sinal de fluorescência da 
amostra é depois colectado pela mesma objectiva e separado da radiação de excitação pelo mesmo espelho 
dicróico. A radiação emitida, antes de ser direccionada para o detector APD, passa pelo pinhole, que bloqueia 
qualquer sinal de fluorescência que não provenha do plano confocal. O sinal de fluorescência é depois analisado 
num correlador que calcula a função de AC das flutuações da intensidade de fluorescência da amostra ao longo 
do tempo. Adaptado de (Kim et al., 2007); (B) Definição da forma de um volume confocal com um perfil 3D 
Gaussiano. Os parâmetros ݖ଴ e ߱଴ são as distâncias axial e equatorial do volume confocal, respectivamente, às 
quais o sinal da amostra (CPS) diminui de 1 ݁ଶ⁄  em relação ao seu valor máximo. Adaptado de (Lakowicz, 2006) 
 
As medidas foram realizadas em placas de 8 e 18 poços provenientes da Ibidi, com 400 e 30 
μL de volume, respectivamente. A adesão do lisozima derivatizado às placas foi minimizada 
através do seu bloqueamento prévio, conforme se encontra descrito na secção 3.3.1. Foram 
testados tratamentos com BSA 10% (m/v) e lisozima não derivatizada 0.05 mM durante 1h, e 
ainda SUVs de POPC 1 mM, durante aproximadamente 12 h. Após terem sido bloqueadas, as 
placas eram lavadas 10 vezes e, quando necessário, guardadas a 4ºC em solução tampão até 
serem utilizadas. No final, optou-se por realizar as medidas com as placas bloqueadas com BSA 
10% (m/v). 
O foco do laser foi posicionado na amostra 200 μm acima da base de cada câmara e a sua 
potência de excitação foi controlada de modo a se evitar a saturação do APD, prevenir o 




fotobranqueamento da amostra e a produção excessiva de tripleto durante o tempo de residência 
médio dos fluoróforos no volume iluminado (Bacia et al., 2006;Kim et al., 2007;Bacia and Schwille, 
2007). Para isso, e de acordo com as instruções do fabricante, o sinal de fluorescência foi mantido 
abaixo das 200 000 contagens/s (CPS) e não se permitiu que a fracção de moléculas no estado 
tripleto ultrapassasse 25%. O sinal da amostra foi também sempre superior, pelo menos de um 
factor de 10x, em relação ao de um branco. Tipicamente, realizou-se a aquisição de 10 curvas de 
AC para cada amostra, durante 20 s cada, com uma frequência de aquisição do sinal de 200 ou 
500 kHz.  
 
2.4.5.3 Preparação das amostras 
As amostras utilizadas nas medidas de FCS foram sempre preparadas em dois passos: 
primeiro, realizava-se uma diluição intermédia a partir da solução stock respectiva e, em segundo 
lugar, preparavam-se as diluições finais desejadas, com concentrações na ordem dos nM, a partir 
da solução anterior. Estas diluições foram sempre preparadas no próprio dia da realização das 
medidas, não tendo sido guardadas para medições posteriores. A calibração do sistema foi 
efectuada com soluções de Rodamina 110 5 nM e 10 nM, enquanto nos estudos de determinação 
das constantes de equilíbrio de dissociação se utilizou uma concentração de sonda igual a 10 nM. 
Nos estudos de partição do lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 e BODIPY FL, a 
concentração total de proteína foi mantida constante (tipicamente 10 e 40 nM), enquanto se 
variava a concentração total de lípido adicionada a cada amostra (8 µM- 4 mM). Nestes ensaios, 
assim como nos estudos de competição realizados, a proteína conjugada ou as misturas de 
lisozima conjugado com lisozima não modificado, foram sempre adicionadas às vesículas lipídicas 
já preparadas com a concentração final desejada.  
 
2.4.5.4 Calibração do volume confocal 
De forma a poder-se determinar o coeficiente de difusão, D, de um composto por medidas de 
FCS usando a Eq. 2.34, é necessário conhecer previamente as dimensões do volume de 
observação. O volume confocal é habitualmente determinado através da medição das funções de 
AC de soluções de fluoróforos com coeficientes de difusão conhecidos (Bacia et al., 2006;Kim et 
al., 2007;Bacia and Schwille, 2007). Neste trabalho, utilizaram-se soluções de Rodamina 110 5 nM 
e 10 nM em tampão HEPES-KOH (pH 7.4) 20mM com EDTA 0.1mM, cujo coeficiente de difusão é 
igual a 440 μm2/s (Gendron et al., 2008). Após se acumularem 5 ou 10 curvas de AC para cada 
concentração de padrão, ajustou-se a Eq. 2.39 aos dados experimentais obtidos através da 
realização de uma análise global em que se interligaram os parâmetros de ajuste ߬T, ܣ, ߬D e S na 
análise simultânea das 10 ou 20 curvas de AC no total. Os valores médios obtidos para estes 
parâmetros em 39 experiências realizadas foram: ߬T= 4.2 ± 0.9 μs, ܣT = 0.13 ± 0.03, ߬D = 19 ± 2 
μs, e ܵ = 5.9 ± 0.5, pelo que ܸୣ ୤ =0.21 fl. Os valores de ܵ determinados não variaram muito de dia 




para dia e encontram-se dentro dos valores aconselhados para as medidas realizadas com 1PE: 4 
< ܵ < 8 (Kim et al., 2007). 
O sistema foi calibrado sempre que se mudou de placa ou se variou qualquer condição 
experimental que afectasse o volume de observação.  
 
2.4.5.5 Estudo de equilíbrios de associação 
Princípio geral 
A Fig. 2.4 ilustra o princípio da aplicação das medidas de FCS no estudo de equilíbrios de 
associação, tais como a ligação de ligandos fluorescentes a proteínas/ receptores e de partição de 
péptidos/proteínas para vesículas lipídicas. Ambas as espécies, livre e ligada, descrevem um 
movimento browniano no volume de observação. De modo a estas espécies poderem ser 
distinguidas por FCS, deverá haver uma variação no valor da massa molecular de, pelo menos, 






Figura 2.4 – Principio da determinação da constante de partição de péptidos/proteínas para 
vesículas por FCS. 
 (A) Representação esquemática das moléculas fluorescentes (péptido ou proteína) livre (rectângulos cinzentos 
com círculos amarelos) ou ligada às vesículas (círculos cinzentos) a difundir no volume de observação, 
produzindo as flutuações no sinal de fluorescência da amostra. Adaptado de (Sengupta et al., 2007); (B) 
Representação de uma curva de AC ideal para uma mistura de duas espécies, em que ߬௙ << ߬௕. Adaptado de 
(Rusu et al., 2004). 
 
Neste trabalho, as medidas de FCS foram utilizadas para se caracterizar dois tipos de 
equilíbrio de associação entre espécies: 
 
Caso I – Associação não covalente de um ligando a uma proteína com variação do brilho da 
molécula 
No caso do equilíbrio descrito anteriormente da ligação de um ligando a uma proteína que 
resulta na formação de um complexo 1:1, as duas espécies fluorescentes presentes em solução 




com propriedades difusivas distintas são: espécie 1 – ligando livre, ܮ, e espécie 2 – ligando ligado 
não covalentemente à proteína, ܮܲ. A partir da Eq. 2.40 geral, obtém-se a função de AC que 
descreve a difusão de uma mistura destas duas espécies, ligando livre (݅ ൌ fሻ e ligando ligado 













ሺܤ୤ ୤ܰ ൅ ܤୠ ୠܰሻଶ
· ܩୠሺ߬ሻ 
eq. 2.41 












ൣܣ௙ · ݃௙ሺ߬ሻ ൅ ܣ௕ · ݃௕ሺ߬ሻ൧ 
eq. 2.43 
onde 



















ܤ௙ ௙ܰ ൅ ܤ௕ ௕ܰ






ܤ௙ ௙ܰ ൅ ܤ௕ ௕ܰ
 
eq. 2.48 
Deste modo, para se determinar as fracções molares de ligando livre, ୤݂, e de ligando ligado, 
ୠ݂ ൌ 1 െ ୤݂, presentes em cada amostra corrigidas para a variação do brilho do ligando devido à 
sua ligação à proteína, é necessário calcular: 
  















ݍ ൌ ܤ௙ ܤ௕⁄  
eq. 2.50 
No final, a constante de dissociação, ܭୢ, do equilíbrio em estudo é obtida através do ajuste da 
Eq. 2.13 aos resultados experimentais obtidos ( ୠ݂ versus ሾPሿ୲) através da realização de uma 
regressão não linear pelo método dos mínimos quadrados. 
 
Caso II – Partição de um péptido/ proteína para vesículas lipídicas sem variação do brilho das 
moléculas (Yu et al., 2006). 
Quando ocorre a partição de péptidos/proteínas derivatizados para vesículas lipídicas, as 
medidas de FCS são sensíveis à presença em solução de apenas dois tipos de espécies 
fluorescentes diferentes: espécie 1 – proteína conjugada livre que apresenta um tempo de difusão 
característico, ߬DP, e espécie 2 – vesículas lipídicas contendo uma ou mais proteínas conjugadas 
ligadas, se se admitir que a morfologia dos lipossomas não é afectado pela ligação da proteína 
conjugada. Neste caso, todos os membros da espécie 2 apresentarão um tempo de difusão único, 
que será igual ao das vesículas lipídicas sem proteína ligada, ߬D୴ୣୱ, independentemente do número 
de proteínas particionadas para cada lipossoma.  
 Assumindo-se que a ligação da proteína conjugada às vesículas lipídicas não é cooperativa, a 
probabilidade de se encontrar um lipossoma com ݇ proteínas conjugadas ligadas é descrita de 







onde ۃܲۄ é o número médio de proteínas por vesícula lipídica. 
A probabilidade de encontrar vesículas lipídicas sem nenhuma proteína ligada será dada, 
então, por: 
 
ܲሺ0, ۃܲۄሻ ൌ ݁ିۃ௉ۄ 
eq. 2.52 
e o número de vesículas lipídicas em solução que apresentam pelo menos uma proteína ligada, 
୴ܰୣୱ
P  , é igual a: 
 












onde ୴ܰୣୱ୲  é o número total de lipossomas presente em solução ሺ ୴ܰୣୱ୲ ൌ  ୴ܰୣୱ଴ ൅  ୴ܰୣୱP ሻ, sendo ୴ܰୣୱ଴   
o número total de lipossomas que não têm proteína ligada. 





ୠ ൌ  Pܰ
୤ ൅ ቆ෍ ݇ · ܲሺ݇, ۃܲۄሻ
௟
௞ୀଵ
ቇ · ୴ܰୣୱ୲  
eq. 2.54 
onde Pܰ୲, Pܰ୤  e Pܰୠ são, respectivamente o número de proteínas conjugadas total, livre e ligada 












Se não ocorrer extinção de fluorescência da proteína conjugada quando esta se particiona 
para as vesículas lipídicas (ou seja, uma vesícula lipídica com ݇ proteínas conjugadas ligadas 
apresentará um brilho ݇ vezes superior em relação ao de uma proteína livre ou ao caso de um 
lipossoma com apenas uma proteína conjugada particionada), e atendendo à Eq. 2.40 geral 
apresentada anteriormente, a função de AC que descreve a difusão de uma mistura destes dois 
tipos de espécies é uma média ponderada das componentes difusivas das funções de AC da 
proteína conjugada livre e das vesículas lipídicas com proteína conjugada ligada, respectivamente 
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൫∑ ݇ଶ · ܲሺ݇, ۃܲۄሻ௟௞ୀଵ ൯ · ௩ܰ௘௦
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Atendendo às Eqs. anteriores, a fracção molar de proteína conjugada livre, ୤݂, é directamente 
igual ao factor ܣP. Note-se que o factor ܣ୴ୣୱ não deve ser utilizado no cálculo directo da fracção 
molar de proteína conjugada ligada, ୠ݂, devido ao factor ݇ଶ incluído no somatório presente no seu 
numerador. Com efeito, uma vesícula lipídica que, por exº, tenha duas proteínas conjugadas 
ligadas apresentará o dobro do brilho de um lipossoma com apenas uma proteína conjugada e, de 
acordo com a Eq. 2.59, contribuirá quatro vezes mais para a função de AC. Deste modo, ୠ݂ 
deverá ser obtido a partir da relação ୠ݂ ൌ 1 െ ୤݂.   
No final, o coeficiente de partição, ܭ୮, (definido em termos de fracções molares (White et al., 
1998)) da proteína conjugada para as vesículas preparadas com uma dada composição lipídica foi 
obtido através do ajuste da Eq. 2.60 aos resultados experimentais obtidos ( ୠ݂ versus ሾܮ݅݌ሿୟୡ) 
através da realização de uma regressão não linear pelo método dos mínimos quadrados 





 · ܨெ஼ 
eq. 2.60 
onde ሾܮሿୟୡ corresponde a 50% da concentração de lípido total presente em cada ensaio, ሾܹሿ é a 
concentração da água (55.3 M) e ܨMC representa a fracção de proteína conjugada, presente na 
amostra, que é competente para se particionar para as membranas lipídicas. 
 
2.4.5.6 Estratégia geral usada na análise das curvas de auto-correlação 
Os ajustes dos modelos teóricos às curvas experimentais de AC obtidas foram realizados 
através de uma regressão não linear pelo método dos mínimos quadrados com base no algoritmo 
de Marquardt (Marquardt, 1963), tendo-se utilizado o programa ISS Vista Fluorescence 
Correlation Spectroscopy versão 3.6.  
 Devido ao elevado número de parâmetros envolvidos nestes ajustes, ao facto de muitos 
destes parâmetros estarem muito correlacionados entre si, e ainda à necessidade em se realizar o 
ajuste de equações complexas a curvas experimentais com uma forma relativamente simples, a 
análise dos dados experimentais obtidos foi feita de um modo progressivo, tendo-se seguido 
genericamente as seguintes etapas: 
(i) o valor do parâmetro estrutural, ܵ, obtido na calibração do volume confocal com as soluções 
de Rodamina 110 foi mantido fixo nas análises posteriores das curvas de AC obtidas para as 
amostras presentes nos outros poços da mesma placa; 
(ii) em seguida, caracterizava-se o comportamento dos componentes livres do sistema em 
estudo (espécie 1: sonda ou proteína conjugada) através do ajuste da Eq. 2.39 às funções de 




AC experimentais. Tipicamente, realizava-se uma análise global das 10 curvas de AC obtidas 
para cada amostra. Os parâmetros que não eram mantidos fixos nesta análise, 
nomeadamente, ߬T, ܣT e ߬D, eram interligados entre as várias curvas de AC e optimizados 
durante a análise. Os valores de ߬T e ߬D obtidos para as espécies 1 eram depois mantidos 
fixos na análise de amostras mais complexas (mistura de duas espécies) realizadas 
posteriormente; 
(iii) Na análise das curvas de AC com dois componentes, os parâmetros ܣT௜ e a fracção de 
espécie 1 presente em cada amostra, eram sempre deixados flutuar livremente para cada 
curva durante a análise. Nos ensaios de partição da proteína para vesículas lipídicas, o tempo 




























Neste trabalho, pretendeu-se caracterizar a interacção do lisozima da clara do ovo com 
vesículas lipídicas preparadas com uma fracção molar variável do fosfolípido aniónico POPS 
através da aplicação de técnicas de fluorescência. 
O lisozima da clara do ovo contém seis resíduos de triptofano (Trp) na sua estrutura primária, 
dos quais apenas dois (Trp62 e Trp108) são responsáveis pela sua emissão de fluorescência 
intrínseca mas que, ainda assim, apresentam um rendimento quântico de fluorescência baixo 
(Imoto et al., 1972). Deste modo, optou-se por derivatizar esta proteína com sondas fluorescentes 
que emitem na região espectral 500 – 650 nm de modo a, por um lado, aumentar a sensibilidade 
global das medidas de fluorescência e, por outro, minimizar a potencial interferência da dispersão 
de luz, proveniente da utilização de LUV nestes estudos, nas medidas a realizar. As sondas 
fluorescentes escolhidas foram o Alexa Fluor 488 e o BODIPY FL (Fig. 2.1.A e B e Quadro 2.1), 
pois ambas apresentam uma grande foto-estabilidade, um rendimento quântico de fluorescência 
elevado e propriedades de emissão de fluorescência independentes da variação do pH do meio 
no intervalo 4 - 10 (Haugland, 1996). 
Ambas as sondas utilizadas contêm um grupo éster de succinimida reactivo para os grupos 
amina, permitindo assim modificar os grupos amina das proteínas. A reacção de marcação é 
baseada na clivagem do grupo N-hidroxisuccinimida e na posterior ligação covalente da restante 
molécula de sonda ao grupo ε−amino alifático das lisinas ou ao grupo amina livre do resíduo N-
terminal da proteína, segundo a reacção química ilustrada na Fig. 3.1 (Hubbuch and Kula, 2008). 
 
 
Figura 3.1 – Reacção de derivatização do lisozima com Alexa Fluor 488 SE (A488-Lz).  
 
O lisozima da clara do ovo contém 7 grupos amina que podem potencialmente reagir com os 
ésteres de succinimida das sondas utilizadas. No entanto, vários estudos anteriores 
demonstraram já que os principais resíduos modificados durante a reacção de marcação são os 
resíduos Lys33 e Lys97, seguidos dos grupos α-amina do resíduo N-terminal da proteína e da 
Lys1 (Suckau et al., 1992;Teske et al., 2007). O principal factor que condiciona a reactividade 































3.1 Marcação do lisozima com as sondas fluorescentes Alexa Fluor 488 e 
BODIPY FL 




1992). Deste modo, as reacções de marcação efectuadas não foram específicas, sendo 
expectável a obtenção de uma população final heterogénea de moléculas de lisozima em solução. 
Após cada reacção de marcação, efectuou-se uma cromatografia de exclusão molecular para 
separar a proteína conjugada do excesso de sonda livre. Na Fig. 3.2 apresenta-se um 
cromatograma típico relativo, neste caso, à marcação #1 do lisozima com a sonda Alexa Fluor 488 
SE (Quadro 2.2). O cromatograma apresentado evidencia que ocorreu uma separação eficiente 
da proteína conjugada (Alexa488-Lz, pico 1) em relação à sonda livre (pico 2). As fracções do 1º 
pico do cromatograma que apresentavam uma razão de marcação final do lisozima, D/Pfinal, 
idêntica foram reunidas numa alíquota única (tipicamente 3 fracções), que foi posteriormente 
utilizada na preparação das amostras necessárias aos vários estudos espectroscópicos 
realizados.  
 
Figura 3.2 – Separação da proteína conjugada Alexa488-Lz (Marcação #1) da sonda livre por 
cromatografia de exclusão molecular em gel de Sephadex G25 (30.5 x 1.6 cm). 
As medidas de absorvência foram realizadas a λ=280 nm (círculos vermelhos) e ao λ୫ୟ୶ୟୠୱ   da amostra (quadrados 
azuis). 
 
As razões D/Pfinal obtidas sob as condições padrão utilizadas foram bastante elevadas - 
Marcação #1: D/Pfinal= 0.48; Marcação #2: D/Pfinal= 0.67 (Quadro 2.2). O menor valor obtido na 
marcação #1 poderá ser devido ao facto de esta ter sido a primeira reacção de derivatização 
efectuada, pelo que a adição da solução stock da sonda Alexa Fluor 488 SE em DMSO à proteína 
pode não ter sido realizada de um modo suficientemente lento, o que poderá ter afectado o 
rendimento final da reacção.  
Além das condições padrão, foram ainda exploradas outras condições de derivatização do 
lisozima com a sonda Alexa Fluor 488 SE. Num dos casos, diminui-se para metade a razão D/P 
presente na mistura reaccional (Marcação #3; D/Pmistura reaccional = 1:1 (Quadro 2.2)) e, noutro caso, 
diminuiu-se o pH da solução tampão usada na reacção de derivatização (Marcação #4; pH= 7.5 
(Quadro 2.2)). A primeira alteração visou diminuir globalmente o rendimento da reacção, o que foi 














selectividade da reacção para o grupo amina do resíduo N-terminal da proteína, pois é bem 
conhecido que estes grupos apresentam tipicamente um pKa inferior ao dos outros grupos amina 
das proteínas. Novamente, obteve-se uma razão de marcação do lisozima inferior à obtida sob 
condições padrão (Marcação #4; D/Pfinal = 0.50 (Quadro 2.2)), o que indica que ocorreu uma 
derivatização menos extensiva da amostra. Finalmente, na Marcação #5 (Quadro 2.2), e com o 
objectivo de se minimizar a alteração da carga global do lisozima devido à reacção de marcação 
efectuada, esta proteína foi ainda marcada com a sonda BODIPY FL SE (com carga global, ݖ, 
nula versus ݖ= -2 para a sonda Alexa Fluor 488 SE (Fig. 2.1.A e B)). Neste caso, detectou-se que, 
durante a purificação da proteína conjugada BODIPY-Lz por cromatografia de exclusão molecular, 
a sonda livre interactuava fortemente com a fase estacionária (gel Sephadex G-25), o que poderá 
eventualmente ser atribuído à maior hidrofobicidade deste fluoróforo (Fig. 2.1.B). 
 
 
Após as várias derivatizações do lisozima, procedeu-se à caracterização das propriedades 
fotofísicas das sondas livres e das proteínas conjugadas, Alexa488-Lz e BODIPY-Lz, em meio 
homogéneo (solução tampão e em glicerol 92% (m/m)) e ainda na presença de LUV POPC:POPS 
80:20 4mM. Mais concretamente, foram medidos os espectros de absorção, de excitação e de 
emissão de fluorescência das várias amostras. Mediu-se ainda o decaimento de intensidade de 
fluorescência e a anisotropia de fluorescência em estado estacionário e resolvida no tempo para 
cada amostra. No caso do Alexa488-Lz, vão ser apresentados unicamente os resultados obtidos 
na marcação #3, com ܦ/ ௙ܲ௜௡௔௟= 0.21, pois não se observaram diferenças significativas no 
comportamento das restantes marcações do lisozima efectuadas com Alexa Fluor 488 SE. 
 
Sondas livres 
Ambas as sondas fluorescentes utilizadas, Alexa Fluor 488 e BODIPY-FL, após a sua reacção 
com a hidroxilamina, apresentaram decaimentos de intensidade de fluorescência 
monoexponenciais em solução tampão, com um tempo de vida de fluorescência igual a 3.9 e 5.5 
ns, respectivamente (Quadro 3.1). De igual modo, as suas curvas de decaimento de anisotropia 
foram bem descritas por apenas uma componente muito curta (߶ ൌ 150 e 100 ps, 
respectivamente (Quadro 3.2)), o que está de acordo com o esperado pois ambas as sondas têm 
massas moleculares relativas reduzidas, sofrendo uma difusão rotacional muito rápida em solução 
tampão. No entanto, enquanto que para a sonda Alexa Fluor 488 se obteve uma anisotropia ao 
tempo zero, ݎሺ0ሻ= 0.39 (Quadro 3.2), muito próxima da anisotropia fundamental, ݎ଴, medida pelo 
grupo de Ross para o conjugado Alexa 488-mercaptoetanol (ݎ଴= 0.376 em 100% glicerol a -10ºC 
(Rusinova et al., 2002)), no caso da sonda BODIPY FL o valor obtido para a amplitude inicial do 
3.2 Caracterização fotofísica do lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 e
BODIPY FL  




decaimento de anisotropia (ݎሺ0ሻ= 0.28 (Quadro 3.2)) foi muito inferior à sua anisotropia 
fundamental (ݎ଴= 0.370 ± 0.002 em glicerol a baixa temperatura (Karolin et al., 1994)). Este 
resultado indica que este fluoróforo tem movimentos rotacionais muito rápidos, que não 
conseguem ser detectados com a instrumentação utilizada, ou seja, que ocorrem numa escala de 
tempo inferior a 50 ps. Os valores muito reduzidos medidos, para ambas as sondas, para a 
anisotropia em estado estacionário (ۃݎۄ௘௫௣ = 0.015 ± 0.005 e 0.006 ± 0.004, respectivamente, 
(Quadro 3.2)) reflectem a despolarização muito rápida da fluorescência que estas sondas 
apresentam em solução tampão. 
É de notar que neste caso, assim como em todas as restantes análises de anisotropia 
resolvidas no tempo efectuadas neste trabalho, se obteve sempre ۃݎۄ௘௫௣ ൎ ۃݎۄ௖௔௟௖, o que revela a 
boa qualidade dos ajustes dos modelos empíricos usados às curvas experimentais obtidas 
(Quadro 3.2). 
 
Lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 
No espectro de absorção do Alexa488-Lz em solução tampão observa-se a presença de duas 
bandas com c.d.o. máximos de absorção a 280 e 496 nm, respectivamente (Fig. 3.3.A). A banda 
correspondente à transição S1← S0 apresenta um desvio para o vermelho de 3-4 nm em relação à 
sonda livre, o que confirma a derivatização do lisozima com a sonda fluorescente utilizada. Por 
sua vez, o espectro de emissão da proteína conjugada apresenta uma banda característica do 
Alexa Fluor 488, com um c.d.o. máximo a 516 nm, que permanece inalterada quando a 
concentração de proteína é variada na gama 0.5-3 μM.  
 
Figura 3.3 – Espectros de absorção (azul) e de emissão de fluorescência ሺࣅࢋ࢞ࢉ= 470 nm) 
(vermelho) das proteínas conjugadas.  
(A) Alexa488-Lz 1.5 μM e (B) BODIPY-Lz 0.5 μM em tampão Hepes-KOH (pH 7.4) 20 mM com EDTA 0.1 mM.  
 
Os decaimentos de intensidade de fluorescência do Alexa488-Lz em meio homogéneo 
(solução tampão (Fig. 3.4.A) e glicerol 92% (m/m)) e na presença de LUV POPC:POPS 80:20 






































ajuste da curva teórica aos resultados experimentais. As excepções a este comportamento 
registaram-se com algumas amostras de proteína conjugada preparadas em solução tampão, 
cujas curvas de decaimento eram bem descritas com apenas duas exponenciais. No entanto, para 
uniformização de critérios de análise, optou-se por ajustar todas as cinéticas de emissão de 
fluorescência a uma soma de três exponenciais. Note-se ainda que, nalguns casos, foi necessário 
considerar uma componente muito curta adicional, associada à dispersão de luz pela amostra, 
pelo que esta foi depois desprezada no tratamento final dos resultados. 
 
 
Figura 3.4 – Curvas de decaimento de intensidade de fluorescência das proteínas conjugadas.  
(A) Alexa488-Lz 1.5 μM e (B) BODIPY-Lz 1.5 μM em solução tampão HEPES-KOH (pH 7.4) 20 mM com EDTA 
0.1 mM. As curvas a vermelho descrevem a função (Eq. 2.17) ajustada aos resultados experimentais, 
encontrando-se os resultados obtidos resumidos no Quadro 3.1. A curva a azul é a função de resposta 




















































O lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 SE apresentou, em solução tampão, um 
decaimento de intensidade de fluorescência com duas componentes curtas (߬ଵ= 0.4 ns e ߬ଶ= 2.2 
ns) e uma longa (߬ଷ= 3.9 ns), associadas a uma fracção de emissão de fluorescência de 2%, 25% 
e 73%, respectivamente (Quadro 3.1). Assim, o decaimento de intensidade de fluorescência desta 
amostra era praticamente mono-exponencial, com uma componente longa muito bem definida. As 
duas componentes curtas, em particular ߬ଵ, variaram ligeiramente com a concentração de proteína 
usada no ensaio e com o tipo de marcação realizado, o que não é surpreendente atendendo ao 
valor muito baixo do pré-exponencial a si associado. Este comportamento repetiu-se 
genericamente nas medidas realizadas em glicerol a 92% (v/v) e na presença de vesículas 
lipídicas (Quadro 3.1), tendo-se constatado que a partição do lisozima conjugado para as 
membranas lipídicas na razão lípido/proteína utilizada, não afectou o seu decaimento de 
intensidade de fluorescência de uma forma significativa. Com efeito, mediu-se ۃ߬ۄ = 3.4 ns quer 
para o Alexa488-Lz em solução tampão, quer na presença de LUV POPC:POPS 80:20 4mM 
(Quadro 3.1).  
Os decaimentos de anisotropia dependem, em termos gerais, da forma, do tamanho e da 
flexibilidade das moléculas, dando informação sobre a amplitude dos movimentos rotacionais, ߚ௜, 
e a escala de tempo em que estes ocorrem, ߶௜. Na análise dos decaimentos de anisotropia do 
Alexa488-Lz em solução tampão (Fig 3.5.A) foram necessários dois tempos de correlação 
rotacional para descrever a cinética de despolarização de fluorescência do fluoróforo, um curto (߶ଵ 
= 70 ps) e um longo (߶ଶ= 5.2 ns), respectivamente (Quadro 3.2). Atendendo a que o quociente 
entre estes dois tempos de correlação rotacionais, ߶ଶ/߶ଵ, era muito superior a 10, a anisotropia 
total da amostra pode ser interpretada como sendo o produto de dois processos de 
despolarização independentes: o primeiro, ݎ௙௔௦௧ሺݐሻ, devido ao movimento rápido restrito da sonda 
ligada covalentemente à proteína e/ou à mobilidade do segmento ao qual está ligada, e o 
segundo, ݎ௦௟௢௪ሺݐሻ, relacionado com o movimento rotacional global da proteína, como um todo, em 
solução (Lakowicz, 2006;Pastor et al., 2007): 
 
ݎሺݐሻ ൌ ݎ௙௔௦௧ሺݐሻ. ݎ௦௟௢௪ሺݐሻ 
eq. 3.1 
onde 
ݎ௦௟௢௪ሺݐሻ ൌ ݁ݔ݌൫െݐ ߶௚௟௢௕௔௟⁄ ൯ 
eq. 3.2 
e 
ݎ௙௔௦௧ሺݐሻ ൌ ݎሺ0ሻൣ൫1 െ ܵ௦௘௚ଶ ൯. ݁ݔ݌൫െݐ ߶௦௘௚௠௘௡௧௔௟⁄ ൯ ൅ ܵ௦௘௚ଶ ൧ 
eq. 3.3 
  









Na Eq. anterior, ܵ௦௘௚ é o parâmetro de ordem que caracteriza a gama restrita de movimentos 
angulares que a sonda/ segmento de proteína contendo o fluoróforo ligado covalentemente pode 
experimentar durante o seu tempo de vida no estado excitado. 
Deste modo, e tendo em conta que a função utilizada no ajuste empírico realizado aos 







estando os tempos de correlação rotacionais curto e longo relacionados com ߶௦௘௚௠௘௡௧௔௟ e ߶௚௟௢௕௔௟ 












߶ଶ ൌ ߶௚௟௢௕௔௟ 
eq. 3.6 
 Aproximando o lisozima nativo a uma esfera rígida hidratada, o valor obtido para ߶௚௟௢௕௔௟= 5.2 
ns (Quadro 3.2) coincide com o valor previsto teoricamente para a rotação global desta proteína 





൰ ሺݒҧ ൅ ݄ ሻ 
eq. 3.7 
onde ߟ é a viscosidade do solvente (1 cP), ܯ௥ a massa molecular relativa da proteína (ܯ௥ ൌ 14 
300), ܴ a constante dos gases perfeitos, ܶ a temperatura absoluta do ensaio (ܶ ൌ  296 K), ݒҧ o 
volume parcial específico da proteína (ݒҧ= 0.74 cm3/g) e ݄ a sua hidratação (݄= 20%).  
O tempo de correlação segmental (߶௦௘௚௠௘௡௧௔௟= 67 ps) reflecte a média dos movimentos 
rápidos localizados do fluoróforo ligado covalentemente ao lisozima (Fig. 3.6.A). Estes 
movimentos são parcialmente impedidos pelo resto da molécula pelo que, a tempos longos, o 
momento dipolar de transição do Alexa 488 não deveria experimentar todas as orientações 
possíveis durante o seu tempo de vida no estado excitado. Consequentemente, a anisotropia da 
proteína conjugada a tempos longos deveria tender para um valor diferente de zero (Eq.3.3). 
Note-se, no entanto, que tal não acontece devido ao movimento rotacional global não impedido 
que a proteína experimenta em solução (Eq. 3.2). 
 






Figura 3.5 – Curvas de decaimento de anisotropia de fluorescência das proteínas conjugadas (A 
e C) Alexa488-Lz 1.5 μM e (B e D) BODIPY-Lz 1.5 μM. 
(A e B) As curvas a vermelho e a azul descrevem as funções (Eq.2.25) ajustadas aos resultados experimentais 
obtidos em solução tampão tampão HEPES-KOH (pH 7.4) 20 mM com EDTA 0.1 mM e em glicerol 92% (m/m), 
respectivamente; (C e D) As curvas a azul representam o ajuste da Eq. 2.25 aos resultados experimentais na 
presença de LUV POPC:POPS 80:20 4 mM. Os parâmetros obtidos estão resumidos no Quadro 3.2. 
 
Assumindo-se que o movimento do vector correspondente ao momento dipolar de transição 
do fluoróforo é totalmente livre dentro de um cone com um semi-ângulo, ߠ௦௘௚, máximo (modelo da 
oscilação num cone: wobbling-in-cone (Fig. 3.6.A)), é possível determinar o seu valor a partir do 










































































Para o caso do Alexa488-Lz em solução tampão, a amplitude de movimentos permitidos ao 
segmento da proteína a que a sonda se encontra ligada é limitada pois obteve-se ߠ௦௘௚ = 20º 
(Quadro 3.3). As restrições locais ao movimento da sonda poderão dever-se ao comprimento 
curto do espaçador existente entre a sonda e a macromolécula (Fig. 2.1.A), a impedimentos 
estereoquímicos causados pela superfície da proteína e ainda, possivelmente, ao estabelecimento 
de interacções electrostáticas entre o fluoróforo carregado negativamente e grupos postivos 
presentes no lisozima (Schroder et al., 2005). 
Quando o Alexa488-Lz foi dissolvido numa solução de glicerol 92% (m/m) (η= 383.7 cP 
(West, 1971)), a sua anisotropia de fluorescência em estado estacionário sofreu um aumento 
considerável por comparação com o valor obtido em solução tampão (ۃݎۄ௘௫௣ = 0.351 ± 0.007 e 
0.200 ± 0.005, respectivamente, (Quadro 3.2)), o que está de acordo com o previsto para a 
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eq. 3.9 
onde ݎ଴ é a anisotropia fundamental do fluoróforo, τ o seu tempo de vida de fluorescência e ߶ o 
seu tempo de rotação correlacional (que depende da viscosidade, η (Eq. 3.7)). O decaimento de 
anisotropia da proteína conjugada foi bem descrito por uma única mono-exponencial (Fig. 3.5.A), 
tendo-se obtido ߶= 82 ns (Quadro 3.2), valor este bastante inferior ao esperado (߶= 2 103 ns). Tal 
deveu-se ao facto de, neste caso, o tempo de vida médio do fluróforo ser demasiado curto, ۃ߬ۄ= 
3.9 ns (Quadro 3.1), para se poder apreciar a despolarização total da fluorescência da 
macromolécula num meio tão viscoso. Com efeito, a escolha do fluoróforo utilizado tem um papel 
preponderante nas medidas de anisotropia resolvidas no tempo, pois se ߶  >> ߬, a incerteza no 
valor de ߶ determinado a partir de ݎሺݐሻ é muito elevada. Estudos anteriores demonstraram que se 
devem escolher fluoróforos que cumpram a seguinte condição: 0.1 ߬ < ߶ < 10 ߬ (Zorrilla et al., 
2004). 
 A anisotropia de fluorescência em estado estacionário do Alexa488-Lz sofreu apenas um 
ligeiro aumento quando esta proteína se particionou para LUV POPC:POPS 80:20 4 mM ( ۃݎۄ݁ݔ݌ܮܷܸ = 
0.221 ± 0.005 e  ۃݎۄ݁ݔ݌ݐܽ݉݌ã݋ = 0.200 ± 0.005 (Quadro 3.2)). No entanto, o seu decaimento de 
anisotropia na presença de vesículas lipídicas (Fig. 3.5.C) revelou-se mais complexo do que em 
solução tampão, pois a anisotropia a tempos longos não tendia para zero, levando ao 
aparecimento de uma anisotropia residual, ݎஶ= 0.07 (Quadro 3.2). Foram ainda necessários dois 
tempos de correlação rotacional para descrever o decaimento, um curto (߶ଵ ~ 0.4 ns) e um longo 
(߶ଶ = 7.5 ns) (Quadro 3.2). Este comportamento diferente pode ser explicado se se considerar que 
quando o Alexa488-Lz sofre partição para os lipossomas, deixa de poder rodar livremente em 




solução. Esta nova situação pode ser descrita por um modelo de oscilação em dois cones 
(wobbling-in-two-cones (Fig. 3.6.B)) (Prazeres et al., 2004): o primeiro cone descreve o movimento 
segmental restrito do fluoróforo na proteína, tal como considerado anteriormente, enquanto que o 
segundo cone, com um semi-ângulo de abertura máxima, ߠ௔ௗ௦, descreve a restrição parcial 
introduzida no movimento rotacional global da proteína causada pela sua partição para as 
vesículas lipídicas. No modelo de oscilação em dois cones, a anisotropia resolvida no tempo 
passa a ser descrita pela seguinte equação: 
 
ݎሺݐሻ ൌ ݎሺ0ሻൣ൫1 െ ܵ௦௘௚ଶ ൯. ݁ݔ݌൫െݐ ߶௦௘௚⁄ ൯ ൅ ܵ௦௘௚ଶ ൧ൣ൫1 െ ܵ௔ௗ௦
ଶ ൯. ݁ݔ݌ሺെݐ ߶௔ௗ௦⁄ ሻ ൅ ܵ௔ௗ௦
ଶ ൧ 
eq. 3.10 
onde ܵ௔ௗ௦ é o parâmetro de ordem que caracteriza a gama restrita de movimentos angulares que 
a proteína conjugada apresenta quando particionada na superfície das vesículas durante o seu 
tempo de vida no estado excitado. Assumindo que ߶௦௘௚ <<< ߶௔ௗ௦, vem: 
 
ݎሺݐሻ ൌ ݎሺ0ሻ൫1 െ ܵ௦௘௚ଶ ൯. ݁ݔ݌൫െݐ ߶௦௘௚⁄ ൯ ൅ ݎሺ0ሻ൫1 െ ܵ௔ௗ௦
ଶ ൯.  ܵ௦௘௚ଶ . ݁ݔ݌ሺെݐ ߶௔ௗ௦⁄ ሻ ൅ ݎሺ0ሻ. ܵ௦௘௚ଶ . ܵ௔ௗ௦
ଶ  
eq. 3.11 
Por comparação directa da Eq. anterior com a equação usada no ajuste empírico às curvas 
de ݎሺݐሻ obtidas na presença de LUV POPC:POPS 80:20 4mM: 
 














Tendo em conta as Eqs. 3.13 e 3.14 anteriores, calcularam-se os valores dos semi-ângulos 
correspondentes aos dois cones considerados neste modelo, ߠ௦௘௚  e ߠ௔ௗ௦, tendo-se obtido, 
respectivamente, 16º e 51º (Quadro 3.3). Comparando estes dados com os obtidos para a 
proteína conjugada em solução tampão, é possível concluir que a ligação do Alexa488-Lz à 
membrana praticamente não afectou a amplitude do movimento local da sonda, isto é, do seu 
movimento segmental. 
  




Lisozima conjugado com BODIPY FL 
 O espectro de absorção do lisozima conjugado com a sonda BODIPY-FL apresenta duas 
bandas com c.d.o. máximos de absorção a 280 nm e 505 nm referentes à absorção da proteína e 
da sonda, respectivamente (Fig. 3.3.B). Por outro lado, as medidas de emissão de fluorescência 
também confirmaram a derivatização da proteína, uma vez que o comprimento de onda máximo 
de emissão registado em tampão foi igual a 512 nm (Fig. 3.3.B e Quadro 3.1). O espectro de 
emissão não apresentou qualquer variação no seu c.d.o. máximo de emissão com a concentração 
de proteína conjugada utilizada na gama entre 0.5-1.5 μM. 
 Ao contrário do que se observou para a sonda livre BODIPY FL, os decaimentos de 
intensidade de fluorescência do BODIPY-Lz em diferentes meios necessitaram sempre de três 
exponenciais para se obter um bom ajuste às curvas experimentais. No entanto, em todos os 
casos anteriores (solução tampão (Fig. 3.4.B), glicerol 92% (m/m) e na presença de LUV 
POPC:POPS 80:20 4mM), a componente longa com ߬ଷ ൌ 4.8 – 5.6 ns dominava claramente o 
decaimento, tendo uma fracção de luz emitida associada muito elevada, cerca de 90 – 95% 
(Quadro 3.1). Adicionalmente, e tal como no caso da proteína modificada covalentemente com o 
Alexa Fluor 488, a partição do lisozima para as vesículas lipídicas, na razão lípido/proteína 
utilizada, não afectou o seu decaimento da intensidade de fluorescência. Também neste caso, o 
tempo de vida médio do fluoróforo praticamente não variou, apresentando ۃ߬ۄ = 4.9 ns em tampão 
e ۃ߬ۄ = 5.2 ns na presença LUV POPC:POPS 80:20 4mM (Quadro 3.1). 
 Em termos gerais, os valores de anisotropia em estado estacionário obtidos para o BODIPY-Lz 
foram sempre bastante inferiores aos medidos para o Alexa488-Lz nas mesmas condições 
experimentais (Quadro 3.2). O maior tempo de vida médio de emissão de fluorescência do 
conjugado BODIPY-Lz por comparação com o Alexa488-Lz contribui, sem dúvida, para este 
resultado (Quadro 3.1. e Eq. 3.9) mas a análise detalhada dos decaimentos de anisotropia de 
fluorescência do lisozima conjugado com o BODIPY-Lz revelou que há outros factores importantes 
responsáveis por este resultado. Em primeiro lugar, e tal como foi referido anteriormente para a 
sonda livre, a amplitude inicial do decaimento de anisotropia de fluorescência do BODIPY-Lz, 
ݎሺ0ሻ, era sempre muito inferior à anisotropia fundamental desta sonda, ݎ଴, (Fig. 3.5.B) o que indica 
que o fluoróforo ligado covalentemente à proteína conjugada também tem movimentos libracionais 
muito rápidos nos vários meios estudados, que a instrumentação utilizada neste trabalho não 
consegue resolver (Quadro 3.2). Em segundo lugar, o valor obtido para o semi-ângulo associado 
ao movimento segmental do BODIPY-Lz em solução tampão, ߠ௦௘௚= 38º, era praticamente o dobro 
do calculado anteriormente para o Alexa488-Lz (Quadro 3.3). Este resultado deverá estar 
associado à existência de um maior grupo espaçador entre o fluoróforo BODIPY FL e a 
macromolécula (Fig. 2.1), que torna este segmento mais flexível, passando este a ser responsável 
por cerca de 50% da despolarização da anisotropia inicial da amostra. Com efeito, foi necessário 
usar dois tempos de correlação rotacional para descrever a curva de decaimento da anisotropia 




do BODIPY-Lz em solução tampão (Fig. 3.5.B), um curto (߶ଵ= 0.33 ns) e um longo (߶ଶ= 3.8 ns), 
com amplitudes muito semelhantes entre si (β1 = 0.14 e β2 = 0.13) (Quadro 3.3). Como tal, é mais 
difícil recuperar o valor correcto para o ߶௚௟௢௕௔௟ da proteína, o que se confirmou experimentalmente 
pois obteve-se ߶ଶ ൌ ߶௚௟௢௕௔௟ ൌ 3.8 ns, bastante inferior ao valor esperado teoricamente (߶௚௟௢௕௔௟ ൌ 
5.2 ns (ver acima)). A recuperação de um tempo de correlação rotacional bastante rápido (߶ଵ = 
0.7 ns) quando se efectuou o ajuste de uma função com duas exponenciais à curva de ݎሺݐሻ obtida 
para o BODIPY-Lz em glicerol 92% (m/m) (Fig. 3.5. D) também revela a persistência da ocorrência 
de movimentos segmentais bastante rápidos na proteína, mesmo quando esta é incluída num 
meio muito viscoso. 
 Finalmente, a dinâmica segmental da proteína conjugada não foi, novamente, afectada pela 
sua ligação às vesículas lipídicas pois o valor de ߠ௦௘௚ permaneceu praticamente igual ao valor 
obtido em solução tampão (Quadro 3.2). Curiosamente, quando se utilizou o modelo de oscilação 
em dois cones na análise dos resultados, recuperou-se ߠ௔ௗ௦ ൌ 49୭, valor este quase idêntico ao 
obtido anteriormente com o Alexa488-Lz (Quadro 3.3), o que indica que o tipo de fluoróforo 
utilizado na derivatização da proteína não parece ter influência na dinâmica rotacional da proteína 







Figura 3.6 – Representação esquemática da dinâmica rotacional de uma proteína conjugada (A) 
livre em solução e (B) particionada para as vesículas lipídicas.  
(A) 1 Rotação global da proteína e 2 movimento da sonda fluorescente em torno do seu ponto de ligação à 
proteína: modelo de oscilação num cone com semi-ângulo θ࢙ࢋࢍ (modelo wobbling-in-cone); (B) Modelo de 
oscilação em dois cones, com semi-ângulos θ࢙ࢋࢍ e θࢇࢊ࢙ (modelo wobbling-in-two-cones). As várias moléculas 























Quadro 3.3 – Parâmetros que descrevem a dinâmica rotacional das proteínas conjugadas Alexa488-
Lz (Marcação #3; 1.5 μM) e BODIPY-Lz (Marcação #5; 1.5 μM) em solução tampão e na presença 
de um sistema modelo de membranas de acordo com um modelo de oscilação num cone e em 
dois cones: parâmetros de ordem relativos aos movimentos impedidos do segmento da proteína com 
o fluoróforo ligado covalentemente, ܵ௦௘௚ (Eq. 3.4 e 3.13), e da proteína conjugada adsorvida na 
superfície das vesículas lipídicas, ܵ௔ௗ௦ (Eq. 3.14), e ângulos obtidos para os respectivos semi-cones, 
ߠ௦௘௚ e ߠ௔ௗ௦ calculados a partir da Eq. 3.8. 
Amostra Solvente ܵ௦௘௚ ߠ௦௘௚ (º) ܵ௔ௗ௦ ߠ௔ௗ௦ (º) 
Alexa488-Lz 
Tampão a 0.91 20 - - 
LUV b 0.94 16 0.51 51 
BODIPY-Lz 
Tampão a 0.70 38 - - 
LUV b 0.78 40 0.70 49 
 a tampão HEPES-KOH (pH 7.4) 20 mM com EDTA 0.1 mM 
 b LUV POPC:POPS 80:20 4 mM 
 
 
O objectivo principal deste trabalho consistiu em estudar a interacção do lisozima da clara do 
ovo com lipossomas de POPC contendo uma fracção molar variável do fosfolípido aniónico POPS 
de forma a identificar os factores chaves que controlam a putativa alteração conformacional 
sofrida pelo lisozima e que, de acordo com a hipótese proposta por Kinunnen, é induzida por este 
tipo de vesículas lipídicas, conduzindo à formação final de fibras do tipo amilóide (Zhao et al., 
2004). É importante que estes estudos sejam realizados utilizando-se uma gama muito alargada 
de concentrações totais de fosfolípido em solução de modo a se variar a concentração superficial 
do lisozima nos lipossomas, pois é de esperar que este parâmetro tenha uma influência 
determinante no processo de auto-associação desta proteína na superfície das vesículas lipídicas. 
De modo a ser possível quantificar a distribuição do lisozima entre a fase aquosa e a fase lipídica 
em cada uma das amostras estudadas, é essencial caracterizar previamente a dependência que o 
coeficiente de partição do lisozima, ܭ௣, apresenta com a fracção molar de fosfolípido aniónico 
incorporado nas vesículas lipídicas. 
Existem inúmeros métodos baseados na espectroscopia de fluorescência que podem ser 
utilizados na determinação de coeficientes de partição, tais como explorar a variação da 
intensidade de fluorescência, do tempo de vida ou da anisotropia de fluorescência de um 
fluoróforo com a concentração total de lípido adicionada à solução (Santos et al., 2003). No 
entanto, tal como descrito na secção anterior, no caso do Alexa488-Lz nenhum dos parâmetros 
anteriores apresentou uma variação significativa quando a proteína conjugada se particionou para 
uma suspensão concentrada de lipossomas (LUV POPC:POPS 80:20 4 mM), pelo que se optou 
por utilizar antes a técnica de FCS com esta finalidade. O primeiro estudo detalhado que 
3.3 Estudos de partição por espectroscopia de correlação de fluorescência




demonstrou as potencialidades desta técnica na determinação de coeficientes de partição de 
péptidos foi realizado por Rusu et al. em 2004 (Rusu et al., 2004). Desde então, esta metodologia 
tem sido empregue de um modo crescente na caracterização da interacção de diferentes péptidos 
e proteínas com sistemas modelo de membranas (Golebiewska et al., 2006;Rhoades et al., 
2006;Posokhov et al., 2008;Aisenbrey et al., 2008;Blin et al., 2008;Kyrychenko et al., 2009;Pu et 
al., 2009a;Pu et al., 2009b) 
 
3.3.1 Optimização das medidas 
Antes de se iniciarem os estudos de partição, foi necessário assegurar que as medidas 
efectuadas não estavam afectadas de artefactos, quer instrumentais, quer resultantes de uma 
deficiente preparação das amostras.  
Detecção de afterpulsing 
O afterpulsing é um artefacto experimental observado nos APDs, em que um pulso adicional é 
gerado pelo detector sem que tenha ocorrido a detecção de um fotão. Este fenómeno tende a 
afectar as curvas de AC para tempos muito curtos, onde a importância do estado tripleto é maior, 
pelo que deve ser identificado de forma a não comprometer as análises das curvas de AC 
(Bismuto et al., 2001). 
De forma a determinar os pontos das curvas de AC que são afectados pelo afterpulsing, 
substituiu-se o cubo de filtros normalmente usado por outro com um divisor de feixe 50/50. Assim, 
o sinal emitido pela amostra foi dividido entre os canais 1 e 2, sendo detectado pelos dois APDs 
disponíveis na instrumentação utilizada. Posteriormente, calculou-se a correlação cruzada entre 
os dois sinais de forma a determinar quais os pontos não correlacionados, isto é, afectados pelo 
afterpulsing. Os resultados obtidos evidenciaram que os pontos da curva de AC inferiores a 3 μs 
estavam afectados por este efeito, pelo que estes foram excluídos das análises realizadas 
posteriormente. 
 
Adsorção da amostra às placas 
Um dos principais problemas inerentes às medidas de FCS, em que se utilizam amostras com 
concentrações na ordem dos nM, é o fenómeno de adsorção da amostra à superfície da placa. 
Nas medidas de FCS, este fenómeno pode ser identificado através da diminuição progressiva das 
CPS durante a aquisição da curva de AC e o aumento, em paralelo, da sua ordenada na origem. 
Nas medidas efectuadas não se observou qualquer adsorção às placas Iidi utilizadas das sondas 
livres (Rodamina 110, Alexa Fluor 488 e e Bodipy FL após a sua reacção com a hidroxilamina), 
nem dos LUV marcados com a sonda BODIPY-PC. No entanto, o lisozima conjugado com ambas 
as sondas apresentou uma adsorção extensiva levando mesmo a que, ao fim de algum tempo, 




fosse impossível adquirir curvas de AC, uma vez que as CPS atingiam as contagens escuras do 
APD (no caso do BODIPY-Lz). 
As estratégias mais comuns utilizadas para se ultrapassar este problema consistem em 
adicionar um detergente ou uma proteína “neutra” (agente de crowding) às soluções em estudo, 
ou em realizar um revestimento prévio da superfície das placas. Neste trabalho, optou-se por 
bloquear as placas com BSA 10% (m/v), lisozima não derivatizado 0.05 mM e ainda com SUV 
POPC 1 mM. Todos os métodos de bloqueamento utilizados deram resultados satisfatórios 
quando se estudou o Alexa488-Lz. Atendendo a que, por um lado, não era viável utilizar o 
lisozima como agente de bloqueamento nos estudos de partição a realizar mais tarde e que, por 
outro lado, se obteve resultados idênticos quando se estudou a partição do Alexa488-Lz para LUV 
de POPC:POPS 80:20 tendo as placas sido previamente bloqueadas com BSA ou com SUV (ver 
Quadro 3.6), optou-se por realizar todos os ensaios com as placas bloqueadas com BSA 10% 
(m/m). No caso da proteína conjugada com BODIPY FL, nenhum dos métodos referidos 
anteriormente teve sucesso na minimização dos efeitos de adsorção da amostra às placas. 
 
Eliminação da presença de agregados na amostra 
Em algumas medidas de FCS realizadas com o lisozima conjugado, detectou-se a presença 
de picos muito pronunciados na série temporal medida para o sinal de fluorescência da amostra, 
que evidenciavam a presença de agregados na amostra. Devido ao seu brilho muito elevado, a 
presença destes agregados reflecte-se na forma das curvas de AC, que aparecem deslocadas 
para a direita, sendo os valores de ߬஽ determinados superiores ao valor real. Apesar de no 
programa “ISS Vista FCS” ser possível apagar estes picos isolados e re-calcular depois a curva de 
AC, de modo a se obter os valores de ߬஽ da amostra correctos, esta não foi a estratégia seguida. 
Com efeito, nos estudos de partição a realizar era importante assegurar a priori que toda a 
proteína estava monomérica em solução. Desta forma, foram testadas duas estratégicas para 
eliminar os agregados de proteína da solução, nomeadamente, a filtração das amostras por filtros 
de 0.1 μm (Low protein binding da Millipore) e a sua centrifugação a 18 000xg, à temperatura 
ambiente. No caso da filtração, esta revelou-se inviável pois a amostra ficava retida nos filtros. A 
centrifugação foi, então, a metodologia adoptada, embora em alguns casos fosse necessário 
realizar mais do que uma centrifugação, ou aumentar o seu tempo de duração, de modo a se 
assegurar a eliminação total dos agregados presentes na amostra. 
 
3.3.2 Caracterização dos componentes individuais 
Na Fig. 3.7.A, apresentam-se curvas de AC normalizadas típicas obtidas para a difusão livre 
do Alexa488-Lz 10 nM e de LUV POPC:POPS 79:21 marcadas com BODIPY-PC 1:10 000 150 
μM. Tal como esperado, os lipossomas (e, logo, a proteína particionada para as vesículas 
lipídicas) difundem muito mais lentamente em solução do que a proteína livre, apresentando um 




tempo de difusão ߬௩௘௦ ൒ 15 ൈ ߬௉ (Quadros 3.4 e 3.5), pelo que as espécies livre e ligada podem 
ser distinguidas facilmente por FCS. Deste modo, esta técnica pode ser aplicada na realização de 
estudos de partição desde que se garanta que a proteína/péptido em estudo não apresentam um 
coeficiente de partição demasiado baixo (ou seja, é necessário assegurar que a proteína ligada às 
vesículas lipídicas não se dissocia durante o seu tempo de permanência no volume de 
observação (Rusu et al., 2004)). 
 
Lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 e BODIPY FL 
O primeiro passo do estudo efectuado consistiu em caracterizar as propriedades difusivas das 
duas sondas utilizadas na derivatização do lisozima e das proteínas conjugadas livres em solução. 
Os resultados obtidos na análise das curvas de AC de várias amostras segundo um modelo 3D 
Gaussiano com tripleto estão resumidos no Quadro 3.4. 
As duas sondas fluorescentes estudadas, Alexa Fluor 488 e BODIPY FL, após a sua reacção 
com a hidroxilamina, apresentaram propriedades muito próximas das descritas anteriormente para 
a Rodamina 110 (ver secção 2.4.5.4). De um modo resumido, nas condições de medida utilizadas, 
os tempos de vida dos seus estados tripletos e os seus tempos de difusão tinham valores 
próximos de 4 – 7 μs, e variaram entre 19 e 28 μs, respectivamente (Quadro 3.4). Após o 
estabelecimento de uma ligação covalente com o lisozima da clara do ovo, o tempo de vida do 
estado tripleto da sonda utilizada praticamente duplicava (Quadro 3.4). 
 
Quadro 3.4 – Resultado das análises das curvas de AC obtidas para as sondas livres (após reacção 
com a hidroxilamina) e para o lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 e BODIPY FL, usando-se 
um modelo 3D Gaussiano com tripleto: tempo de vida do estado tripleto, ்߬ , amplitude do estado 
tripleto, ܣ் , tempo de difusão, ߬஽ , e coeficiente de difusão, ܦ  (Eq. 3.15). As medidas foram realizadas 









Alexa Fluor 488 a 7 ± 2 0.23 ± 0.03 28 ± 5 304 ± 52 
BODIPY FL b 5.7 ± 0.3 0.11 ± 0.02 19 ± 1 485 ± 25 
Alexa488-Lz c 13 ± 3 0.25 ± 0.03 93 ± 9 93 ± 8 
BODIPY-Lz d 16 ± 7 0.18 ± 0.07 82 ± 9 110 ± 14 
 a ݊= 7; b ݊= 2; c ݊= 55; d ݊= 14;  
 
Tal como referido anteriormente, as medidas de FCS efectuadas com o lisozima conjugado 
com BODIPY FL foram muito problemáticas devido à rápida adsorção da amostra às placas, 
mesmo quando estas tinham sido bloqueadas previamente com BSA 10 %(m/m) ou SUV POPC 1 
mM. No entanto, apesar de as CPS destas amostras irem diminuindo ao longo do tempo de 
medida, as várias curvas de AC (obtidas para a mesma amostra) normalizadas na origem eram 




praticamente idênticas entre si pelo que foi possível, mesmo assim, caracterizar o comportamento 
difusivo desta proteína conjugada em solução tampão.  
A partir do tempo de difusão de uma amostra, ߬஽ ௔௠௢௦௧௥௔, determinado por FCS, é possível 





 . ܦ௣௔ௗ௥ã௢ 
eq. 3.15 
Na expressão anterior, deduzida a partir da Eq. 2.34, ߬஽ ௣௔ௗ௥ã௢ e ܦ௣௔ௗ௥ã௢ são o tempo de difusão e 
o coeficiente de difusão do composto padrão (no nosso estudo utilizou-se a rodamina 110, 
com ܦோ௢ௗଵଵ଴= 440 μm2 s-1 (Gendron et al., 2008)). Atendendo a que se obteve ߬஽ ஺௟௘௫௔ସ଼଼ି௅௭= 93 ± 
9 μs e ߬஽ ஻ை஽ூ௉௒ି௅௭ ൌ 82 ± 9 μs (Quadro 3.4), calculou-se ܦ஺௟௘௫௔ସ଼଼ି௅௭= 93 ± 8 μm2 s-1 e  
ܦ஻ை஽ூ௉௒ି௅௭ ൌ 110 ± 14 μm2 s-1, respectivamente. Estes valores são bastante próximos do 
esperado, ܦ= 109 μm2 s-1 (de la Torre et al., 2000). 
 
LUV marcados com BODIPY-PC 
De forma a caracterizar a homogeneidade da população de LUV a ser usada nos estudos de 
partição e determinar o seu raio hidrodinâmico, ݎு, médio foram realizadas medidas de FCS de 
LUV POPC:POPS preparados com diferentes fracções molares de fosfolípido aniónico, 10 , 20, 30 
e 50 mol%, respectivamente. Os LUV foram marcados fluorescentemente com BODIPY-PC, uma 
sonda de membrana com estrutura semelhante à do POPC (Fig. 2.1.C), numa razão 1:10 000. 
Neste estudo, para cada percentagem de POPS usada, foram exploradas várias concentrações 
de lípido total (entre 25 e 850 μM), tendo-se obtido sempre uma relação linear entre as CPS e a 
concentração de lípido total presente em cada amostra. O tipo de bloqueamento das placas usado 
não afectou as medidas de FCS. Os lipossomas obtidos por extrusão apresentaram uma função 
de AC ideal (Fig. 3.7.A), indicando que as respectivas populações de vesículas lipídicas eram 
monodispersas. 
Os resultados obtidos na análise das curvas de AC dos vários tipos de LUV preparados 
segundo um modelo 3D Gaussiano estão resumidos no Quadro 3.5. 
A partir dos coeficientes de difusão, ܦ, determinados experimentalmente, e utilizando-se a 







onde ݇ é a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta e η a viscosidade da solução, é 
possível calcular o raio hidrodinâmico, ݎு, das vesículas lipídicas que difundem livremente em 




solução assumindo-se, neste caso, que estas possuem simetria esférica. O valor médio obtido 
para o diâmetro das quatro populações diferentes de lipossomas estudados foi 103 ± 15 nm 
(Quadro 3.5), valor este que está bastante próximo do esperado para vesículas lipídicas 
preparadas por extrusão utilizando-se filtros com poros com 0.1 μm de diâmetro. No entanto, 
existem alguns valores discrepantes nos resultados obtidos, sendo necessário realizar mais 
medidas de FCS para se avaliar o seu verdadeiro significado, ou seja, confirmar se há uma 
variação sistemática do diâmetro das vesículas lipídicas com o aumento da sua fracção molar de 
fosfolípido aniónico. 
 
Quadro 3.5 – Resultado das análises das curvas de AC obtidas para LUV de POPC preparados com 
uma fracção molar variável de POPS, contento BODIPY-PC numa razão 1:10 000, usando-se um 
modelo 3D Gaussiano: tempo de difusão, ߬஽ , coeficiente de difusão, ܦ e diâmetro (calculado a partir 
do ݎு (Eq. 3.16)). As medidas foram realizadas à temperatura ambiente em tampão HEPES-KOH (pH 
7.4) 20 mM com EDTA 0.1 mM. 







10 b 2.2 ± 0.2 3.6 ± 0.3 116 
21 c 1.5 ± 0.1 5.4 ± 0.4 81 
30 d 2.5 ± 0.2 3.6 ± 0.4 109 
50 e 2.2 ± 0.1 4.1 ± 0.2 105 
  a calculado usando-se a Eq. 3.16 e assumindo  ߟ ൌ 0.001 Pa.s e T= 296  
b ݊= 5; c ݊= 5; d  ݊= 6; e ݊= 4;  
 
Os LUV preparados eram estáveis até 5 dias após a sua preparação (guardados a 4ºC), uma 
vez que não se verificou nenhuma alteração das suas curvas de AC durante este período de 
tempo. 
 
3.3.3 Partição do lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 para LUV de POPC preparados 
com fracções molares variáveis de POPS 
Análise das curvas de AC com o modelo de uma espécie única 
Na Fig. 3.7.A ilustra-se o efeito da adição de LUV POPC:POPS 79:21 na forma das curvas de 
AC normalizadas obtidas para uma solução de Alexa488-Lz 10 nM (Marcação #2). Nesta figura é 
claramente visível que, com o aumento da concentração de lípido total adicionado à solução, as 
curvas de AC obtidas para a proteína conjugada alteram a sua forma e vão-se deslocando 
progressivamente para a direita. Quando estas curvas foram analisadas de acordo com um 
modelo 3D Gaussiano com tripleto (considerando-se a presença de uma única espécie em 
solução), o valor recuperado para o tempo de difusão dessa espécie aumentou progressivamente 
até se atingir um valor aproximadamente constante, ߬஽~ 1290 μs (Fig. 3.7.B). No entanto, devido à 




má qualidade dos ajustes deste modelo teórico aos resultados experimentais obtidos (resultados 
não apresentados), re-analisou-se as curvas de AC medidas experimentalmente considerando-se 
um modelo 3D Gaussiano com tripleto incluindo, agora, duas espécies. Note-se que, em todas as 
análises realizadas, se considerou que o brilho do Alexa488-Lz não se alterava devido à sua 
ligação às membranas lipídicas, de acordo com os dados obtidos no estudo fotofísico desta 
proteína conjugada, realizado previamente, e que foi apresentado na secção 3.2.  
 
 
Figura 3.7 – Estudo da partição do Alexa488-Lz para LUV POPC preparados com uma fracção 
molar variável de POPS: 10, 21 e 31 mol%.  
(A) Curvas de AC normalizadas de A488-Lz 10 nM (Marcação #2) obtidas na ausência (azul escuro) e na 
presença de LUV POPC:POPS 79:21 416 μM (vermelho) e 1 248 μM (verde), e ainda de LUV POPC:POPS 
80:20  0.15 mM, marcados com BODIPY-PC 1:10 000 (azul claro); (B) Análise das curvas de AC de acordo com 
um modelo de uma espécie única (߬஽  ݒ݁ݎݏݑݏ ሾܮ݅݌ሿ୲) (quadrados vermelhos) e de duas espécies (߬஽ଶ ൌ
߬௩௘௦  ݒ݁ݎݏݑݏ ሾܮ݅݌ሿ୲ሻ (círculos azuis) tendo ߬஽ଵ sido fixo no valor pré-determinado para o tempo de difusão do 
Alexa488-Lz livre em solução, ߬௉. As linhas a tracejado destinam-se apenas a facilitar a leitura, indicando o valor 
médio e o valor médio ± o desvio padrão de ߬஽ଶ; (C) Curvas de partição (fracção molar de proteína ligada, ௕݂, em 
função da concentração de lípido acessível, ሾܮ݅݌ሿ௔௖) obtidas com LUV de POPC:POPS contendo 10 (quadrados 
azuis), 21 (círculos verdes), 31 (triângulos vermelhos) e 50 (círculos pretos) mol% de POPS. As curvas a cheio 
representam os ajustes da Eq. 2.60 aos dados obtidos, tendo-se interligado a fracção de proteína competente 
para se ligar à membrana, ܨெ஼, entre as três curvas experimentais (ver Quadro 3.6); (D) Dependência do 
coeficiente de partição de Alexa488-Lz 10 nM com a fracção molar de fosfolípido aniónico, % mol POPS, incluída 














































Análise das curvas de AC com o modelo de duas espécies 
As duas espécies consideradas foram a proteína conjugada livre em solução e particionada 
para as vesículas lipídicas, respectivamente. Tal como descrito anteriormente, na análise global 
efectuada das várias curvas de AC obtidas para uma amostra com uma dada concentração de 
lípido total em solução, o tempo de difusão do lisozima livre foi fixo no valor pré-determinado nos 
ensaios anteriores, ߬஽ଵ ൌ ߬௉, enquanto que o tempo de difusão do lisozima particionado para os 
lipossomas, que deverá ser igual ao das vesículas lipídicas em estudo (߬஽ଶ ൌ ߬௩௘௦), foi interligado 
entre as várias curvas analisadas. A Fig. 3.7.B mostra que ߬஽ଶ era essencialmente independente 
da concentração de lípido total adicionado à solução, tendo-se obtido ߬஽ଶ= 1.4 ± 0.1 ms (݊= 14). 
Este valor é bastante próximo do obtido anteriormente para LUV POPC:POPS 79:21 marcados 
com BODIPY-PC 1:10 000, ߬஽= 1.5 ± 0.1 ms (݊= 5) (Quadro 3.5), validando a hipótese de que a 
ligação do lisozima conjugado às vesículas lipídicas não afecta a sua morfologia nas condições 
usadas nestes ensaios. Por outro lado, a fracção de proteína particionada para os lipossomas, ௕݂, 
aumentava progressivamente com a concentração de fosfolípido total adicionada à solução (Fig. 
3.7.C), tal como seria de esperar num ensaio de partição. 
Foram também realizados estudos de partição do Alexa488-Lz 10 nM para LUV POPC:POPS 
preparados com 10 e 31 mol % de POPS. As curvas de AC foram novamente analisadas como 
descrito atrás, apresentando-se na Fig. 3.7.C a fracção molar de proteína conjugada ligada às 
vesículas lipídicas, ௕݂, em função da concentração de fosfolípido total acessível, ሾܮ݅݌ሿ௔௖, (igual a 
50% do fosfolípido total presente em cada amostra), obtidas para as várias fracções molares de 
POPS estudadas. A partir do ajuste da Eq. 2.60 aos resultados experimentais de ௕݂ versus ሾܮ݅݌ሿ௔௖, 
através da realização de uma análise global, em que se interligou o valor da fracção de proteína 
competente para se particionar para as vesículas lipídicas, ܨெ஼, entre os vários conjuntos de 
dados obtidos com diferentes fracções molares de POPS (10, 21 e 31 mol%, respectivamente), 
obtiveram-se os valores de coeficientes de partição, ܭ௣, e ܨெ஼ apresentados no Quadro 3.6.  
  




Quadro 3.6 – Estudo da partição do lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 e BODIPY FL para 
LUV de POPC preparados com uma fracção molar variável de POPS por FCS: razão de marcação 
sonda/proteína final da amostra, ܦ/ ௙ܲ௜௡௔௟ , método de bloqueamento das placas, coeficiente de 
partição, ܭ௣  e fracção de proteína competente para se ligar às vesículas lipídicas, ܨெ஼. As medidas 
foram realizadas à temperatura ambiente em tampão HEPES-KOH (pH 7.4) 20 mM com EDTA 0.1 mM. 

















10 (3.7 ± 0.3) x104 
 
0.79 ± 0.02 21 (3.9 ± 0.4) x10
5 




(9.1 ± 0.8) x105 0.85 ± 0.02 
SUV (1.3 ± 0.2) x106 0.83 ± 0.02 
  
#4 a 0.50 BSA 
20 (4.8 ± 0.4) x105 
0.73 ± 0.01 
30 (1.9 ± 0.2) x106 
BODIPY-Lz #5 0.53 BSA 30 ND b 0.87 ± 0.03 
a  O ajuste da Eq. 2.60 aos resultados experimentais de fracção de proteína ligada, ௕݂, em função da concentração 
de lípido acessível, ሾܮ݅݌ሿ௔௖, foi efectuada através da realização de uma análise global dos dados obtidos para 
diferentes fracções molares de POPS, em que se interligou a fracção de proteína competente para se ligar às 
vesículas lipídicas, ܨெ஼, entre as várias curvas. 
b  não determinado 
 
Os valores de ܭ௣ obtidos para o Alexa488-Lz relativamente aos LUV de POPC:POPS 
contendo 10, 21 e 31 mol% POPS foram iguais a (3.7 ± 0.3) x104, (3.9 ± 0.4) x105 e (3.9 ± 0.4) 
x106, respectivamente, ou seja, aumentaram cerca de uma ordem de grandeza por cada 
incremento de 10 mol% no valor da fracção molar de POPS incluída nas vesículas lipídicas (Fig. 
3.7.D). Este resultado confirma a natureza essencialmente electrostática da interacção 
estabelecida entre o lisozima da clara do ovo e os LUV de POPC:POPS preparados no tampão de 
baixa força iónica usado (Rusu et al., 2004). Por outro lado, ܨெ஼ ~ 0.80, ou seja, aparentemente 
cerca de 20% do lisozima fluorescente presente em solução não era competente para se 
particionar para os lipossomas usados. 
Quando se tentou averiguar se o valor de ܨெ஼ se aproximaria da unidade se se utilizasse, nos 
estudos de partição do Alexa488-Lz, lipossomas contendo uma maior fracção molar de POPS 
incluída na sua composição lipídica (50 mol% POPS), só foi possível realizar ensaios com ሾܮ݅݌ሿ௧ 
superiores a 500 μM. Nas restantes amostras, preparadas com uma concentração de fosfolípido 
total em solução inferior, ocorria a agregação das vesículas mediada pelo lisozima, o que afectava 
a forma das curvas de AC de um modo muito pronunciado, inviabilizando a sua análise. Apesar 
deste problema, os resultados obtidos com ሾܮ݅݌ሿ௧ > 500 μM mostraram que o valor de ܨெ஼ se 




mantinha praticamente igual ao valor determinado anteriormente (Fig. 3.7.C), ou seja, este 
parâmetro não sofreu um aumento pronunciado com a %mol de POPS usada, ao contrário do que 
se antecipava. Este resultado sugere que o factor responsável por este efeito deve residir na 
amostra de proteína preparada, e não na composição lipídica das vesículas utilizadas. Na 
tentativa de se esclarecer qual a causa responsável por este comportamento apresentado pelo 
Alexa488-Lz, realizaram-se uma série de experiências que serão discutidas na secção seguinte.  
 
3.3.4 Hipóteses para o facto do lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 não atingir 100% 
de partição para os LUV 
Face aos resultados obtidos anteriormente, foram colocadas várias hipóteses que poderiam 
explicar o facto de não se ter detectado 100% de partição do Alexa488-Lz quando se utilizou, nos 
ensaios realizados, uma concentração muito elevada de vesículas lipídicas carregadas 
negativamente (LUV POPC:POPS preparados com diferentes fracções molares de POPS): 
(i) Alteração conformacional da proteína induzida pela ligação covalente do fluoróforo; 
(ii) Heterogeneidade na conjugação do lisozima com a sonda Alexa Fluor 488: 
- o lisozima não conjugado impede a partição total da proteína conjugada para as 
vesículas lipídicas ou, 
- o lisozima duplamente marcado não é competente para se ligar às vesículas lipídicas; 
(iii) Presença de sonda livre nas amostras de proteína conjugada. 
 
3.3.4.1 Alterações conformacionais – estudos de dicroísmo circular 
A primeira hipótese considerada foi que a modificação covalente do lisozima poderia ter 
induzido uma alteração conformacional numa fracção da proteína e que esta seria impeditiva da 
sua partição para as vesículas lipídicas aniónicas. De modo a se testar esta hipótese, mediram-se 
os espectros de CD no UV longíquo (185 – 250 nm) do lisozima não modificado e da proteína 
após a sua conjugação com as duas sondas utilizadas neste trabalho, realizada sob diferentes 
condições experimentais (Quadro 2.2). O espectro de CD de uma proteína nesta região espectral 
contém informação sobre o seu nível de estrutura secundário (conteúdo relativo da proteína em 
hélices α, folhas β e estrutura ao acaso), pelo que é expectável que a ocorrência de alterações 
estruturais na proteína devido à acção de um agente exterior sejam reveladas por modificações 
paralelas na forma do seu espectro de CD (Kelly et al., 2005). Na Fig. 3.8.A apresentam-se os 
espectros de CD obtidos com o lisozima e o Alexa488-Lz (Marcação #3) 7.5 μM em tampão de 
fosfatos (pH 7.4) 20mM. Estes espectros evidenciam que o lisozima possui uma estrutura 
predominantemente em hélix α,  não se tendo registado qualquer alteração na sua forma após a 
modificação covalente do lisozima. Os espectros de CD obtidos para as restantes amostras de 
lisozima conjugado com Alexa488 e BODIPY FL também não revelaram qualquer alteração 
relativamente ao lisozima não derivatizado. Deste modo, é possível concluir que não ocorreu 




nenhuma alteração conformacional significativa durante a derivatização desta proteína que possa 
justificar que, aproximadamente 20% da proteína em solução, não seja competente para se 
particionar para os lipossomas. 
 
3.3.4.2 Heterogeneidade na marcação – estudos de competição e alteração das condições 
de derivatização do lisozima 
A segunda hipótese considerada foi que o comportamento descrito anteriormente era uma 
consequência da heterogeneidade final obtida na marcação do lisozima, devido à reacção não 
selectiva das sondas fluorescentes usadas, os ésteres de succinimida do Alexa Fluor 488 e 
BODIPY FL, com os grupos amina da proteína. A este respeito, é importante sublinhar que, no 
caso da sonda Alexa Fluor 488, por cada grupo amina da proteína modificado covalentemente, a 
carga global da proteína reduz-se em 3 unidades. 
Se a reacção de marcação for totalmente aleatória em relação aos vários grupos amina 
presentes neste enzima, a probabilidade de derivatização do lisozima deverá seguir uma 
distribuição de Poisson (Eq. 2.51). No Quadro 3.7 apresentam-se as probabilidades de cada tipo 
de molécula de lisozima presente em solução após a sua conjugação com a sonda fluorescente 
(P0 - lisozima não modificado, P1 – lisozima modificado num único grupo amina (monomarcada), 
P2 – lisozima modificado em dois grupos amina (duplamente marcada), etc), para duas razões de 
marcação finais distintas obtidas, respectivamente, nas marcações #2 e #3 realizadas. A primeira 
conclusão importante a tirar deste quadro é que existe sempre em solução uma fracção 
significativa de lisozima que não foi modificado covalentemente (51 e 81% no caso das marcações 
#2 e #3, respectivamente (Quadro 3.7)). Em segundo lugar, e tendo em atenção que a técnica de 
FCS detecta apenas as espécies fluorescentes presentes em solução, no caso da marcação #2 a 
fracção relativa de proteína duplamente marcada é bastante importante, atingindo cerca de 25% 
(Quadro 3.7). Note-se que este valor é muito próximo do valor estimado por FCS para a 
percentagem de lisozima fluorescente presente em solução que, aparentemente, não era 
competente para se particionar para os lipossomas usados.  




Quadro 3.7 – Distribuição das várias populações de lisozima presentes numa amostra de proteína 
derivatizada com uma sonda específica para os grupos amina da proteína, admitindo-se que 
esta segue uma distribuição de Poisson: razão de marcação sonda/proteína final da amostra, 
ࡰ/ࡼࢌ࢏࢔ࢇ࢒ , probabilidade de encontrar o enzima marcado com ݅ moléculas de fluoróforo, ܲݎ݋ܾሺ ௜ܲሻ e 
fracção do lisozima marcado que tem ݅ moléculas de fluoróforo ligadas covalentemente, ௡ܲሺ ௜ܲሻ. 
Marcação ܦ/ ௙ܲ௜௡௔௟ 
 
ܲݎ݋ܾሺ ଴ܲሻ ܲݎ݋ܾሺ ଵܲሻ ܲݎ݋ܾሺ ଶܲሻ ܲݎ݋ܾሺ ଷܲሻ 
 
௡ܲሺ ଵܲሻ ௡ܲሺ ଶܲሻ 
2 0.67 
 
0.51 0.34 0.11 0.03 
 
0.70 0.24 
3 0.21 0.81 0.17 0.02 0.00 0.90 0.09 
 
As conclusões anteriores conduziram às seguintes hipóteses: 
 
Hipótese 1 – o lisozima não marcado, ଴ܲ, impede o lisozima modificado de se ligar 100% às 
vesículas lipídicas 
O lisozima da clara do ovo apresenta uma carga global, ݖ= +8 ao valor de pH a que as 
experiências foram realizadas (pH= 7.4) (Bergers et al., 1993). Deste modo, as moléculas de 
proteína que ligaram covalentemente a sonda Alexa Fluor 488 serão menos catiónicas (ݖ௉భ= +5 e 
ݖ௉మ= +2, respectivamente). Atendendo (݅) à natureza predominantemente electrostática da 
interacção entre o lisozima da clara do ovo e as vesículas lipídicas estudadas e, (݅݅) à fracção 
significativa de lisozima não modificado covalentemente que existe sempre em solução, colocou-
se a hipótese de, nos ensaios realizados com as maiores concentrações lipídicas (ሾܮ݅݌ሿ௧= 2 e 4 
mM) nos estudos de partição anteriores, o lisozima não marcado, que deverá particionar-se mais 
fortemente para os lipossomas, poder estar a impedir a ligação das moléculas conjugadas com a 
sonda fluorescente às vesículas lipídicas. 
De modo a se testar esta hipótese realizaram-se estudos de competição em que se 
prepararam amostras de Alexa488-Lz (Marcação #2) com uma concentração constante e igual a 
10 nM, às quais se adicionaram concentrações crescentes de lisozima não modificado. Após uma 
breve incubação da amostra anterior, esta era adicionada a LUV POPC:POPS 80:20 2 mM. Os 
resultados obtidos por FCS mostraram que a fracção de lisozima fluorescente particionada para 
os liposomas praticamente não se alterou, ௕݂  ~ 0.80, mesmo quando o lisozima não derivatizado 
estava presente em largo excesso em solução (> 80 x) (Fig. 3.8.B). A repetição destes ensaios de 
competição com o Alexa488-Lz obtido na marcação #3 conduziram a resultados essencialmente 
idênticos aos anteriores quando se utilizou ሾܮ݅݌ሿ௧= 4 mM, só se tendo observado uma diminuição 
no valor de ௕݂ de cerca de 0.6 para 0.5, quando a ሾܮ݅݌ሿ௧ empregue foi diminuída para 0.5 mM e a 
concentração de lisozima não derivatizado era cerca de 25 x superior em relação à concentração 
de Alexa488-Lz adicionado à amostra (40 nM) (Fig. 3.8.B). 
Os ensaios de competição anteriores permitem então concluir que, para as maiores 
concentrações de fosfolípido total empregues nos estudos de partição anteriores, as vesículas 




lipídicas estão muito longe de ter atingido a saturação em relação à ligação do lisozima, podendo 
eliminar-se a hipótese 1. 
 
Hipótese 2 – o lisozima duplamente marcado, ଶܲ, não se liga às vesículas lipídicas devido à 
grande alteração no valor da sua carga global (ݖ = 2) relativamente ao lisozima não 
modificado (ݖ = 8) 
De modo a se testar esta hipótese, alteraram-se as condições utilizadas na reacção de 
modificação covalente do lisozima da clara do ovo com a sonda Alexa Fluor 488 SE. Tal como 
referido anteriormente, em primeiro lugar, diminuiu-se a razão D/P presente na mistura reaccional 
para metade (Marcação #3; D/Pmistura reaccional = 1:1), tendo-se obtido D/Pfinal= 0.21 (Quadro 2.2). De 
acordo com o Quadro 3.7, a fracção de moléculas de lisozima duplamente marcadas, ௡ܲሺ ଶܲሻ, 
deveria sofrer uma diminuição apreciável de cerca de 24 para 9%, pelo que era expectável que o 
valor de ܨெ஼ obtido nos estudos de partição aumentasse concomitantemente em cerca de 0.15. 
No entanto, tal expectativa não se confirmou experimentalmente pois, apesar de os valores de ܭ௣ 
medidos por FCS serem um pouco mais elevados dos que os obtidos para o Alexa488-Lz 
Marcação #2, ܨெ஼ aumentou apenas ligeiramente (aproximadamente de 0.80 para 0.84 (Quadro 
3.6)). 
Quando se diminuiu o pH da solução tampão usada na reacção de derivatização (Marcação 
#4; pH= 7.5 (Quadro 2.2)), com o objectivo de se aumentar a selectividade da reacção de 
derivatização para o grupo amina do resíduo N-terminal da proteína, os resultados obtidos nos 
estudos de FCS mostraram que a partição desta amostra para LUV de POPC:POPS preparados 
com 20 e 30 mol% de POPS era praticamente idêntica à obtida anteriormente na marcação #2 
(Quadro 3.6).  
Finalmente, optou-se por utilizar outra sonda na derivatização do lisozima, BODIPY FL SE 
(com carga global, ݖ = 0), de modo a se minimizar a alteração da carga global deste enzima após 
a sua marcação. Infelizmente, a incapacidade em se controlar a adsorção do BODIPY-Lz às 
placas impediu a realização de um estudo de partição quantitativo com esta amostra. No entanto, 
a Fig. 3.8.C mostra que quando o BODIPY-Lz 40 nM era adicionado a LUV POPC:POPS 70:30 
com ሾܮ݅݌ሿ௧≥ 0.5 mM, o valor de ௕݂ medido por FCS era praticamente constante e igual a 0.86 ± 
0.02, sendo ligeiramente superior à ܨெ஼ ~ 0.80 obtida com a marcação #2. Para ሾܮ݅݌ሿ௧ < 0.5 mM, e 
ao contrário do que seria de esperar, ௕݂ aumentava, e não diminuía, até cerca de 0.95. Este último 
resultado é atribuído à adsorção da proteína não particionada para as vesículas lipídicas aos 
poços da placa. 
Embora estes resultados devam ser considerados com alguma reserva devido ao facto de não 
se ter conseguido controlar a adsorção do BODIPY-Lz às placas foram, ainda assim, importantes 
por terem demonstrado que o método utilizado na análise das curvas de AC não era responsável 




pelo facto de o valor de ܨெ஼ não atingir a unidade, mesmo quando se utilizavam concentrações de 
lípido total muito elevadas nos estudos de partição realizados. 
 
 
Figura 3.8 – Teste de várias hipóteses explicativas para o facto de a proteína conjugada 
Alexa488-Lz não atingir 100% de partição para as vesículas lipídicas. 
(A) Espectros de CD do lisozima (curva vermelha) e Alexa488-Lz (Marcação #3) (curva azul) 7.5 µM em tampão 
de fosfatos (pH 7.4) 20 mM; (B) Estudos de competição entre o lizozima não derivatizado e a proteína conjugada 
com Alexa Fluor 488 para a sua partição para LUV POPC:POPS 80:20 por medidas de FCS: Alexa488-Lz 10 nM 
(Marcação #2) e ሾܮ݅݌ሿ௧= 2 mM (círculos azuis); Alexa488-Lz 40 nM (Marcação #3) com ሾܮ݅݌ሿ௧= 4 mM 
(quadrados vermelhos) e ሾܮ݅݌ሿ௧= 0.5 mM (triângulos verdes). As linhas a tracejado destinam-se apenas a 
auxiliar a leitura, indicando o valor médio inicial da fracção de Alexa488-Lz ligada às vesículas, na ausência de 
lisozima: ௕݂= 0.71, ௕݂= 0.84 e ௕݂= 0.63, respectivamente; (C) Estudo da partição do BODIPY-Lz 40 nM para LUV 
POPC:POPS 70:30 por medidas de FCS. A linha a tracejado indica o valor médio de ௕݂= 0.86 ± 0.02 obtido para 
ሾܮ݅݌ሿ௧ ≥ 0.5 mM. 
 
3.3.4.3 Ligação não covalente das sondas fluorescentes ao lisozima – estudos de 
espectroscopia de correlação de fluorescência 
Finalmente, e face aos resultados não totalmente conclusivos das experiências anteriores, 
considerou-se a hipótese alternativa de o valor de ܨெ஼ obtido nos estudos de partição por FCS 
poder estar a reflectir a presença, em solução, de sonda livre e não de uma forma de lisozima 

















































Atendendo a que os cromatogramas obtidos na purificação do lisozima conjugado por 
cromatografia de exclusão molecular sugeriam a ocorrência de uma boa separação entre a sonda 
livre e a proteína conjugada (Fig. 3.2), colocou-se a hipótese de a sonda livre em solução poder 
ter origem na sua ligação não covalente ao enzima. De facto, tendo a sonda Alexa Fluor 488, após 
a sua reacção com a hidroxilamina, uma carga global negativa, é possível que esta estabeleça 
uma interacção não específica com o lisozima da clara do ovo, com carga global +8, mediada 
electrostaticamente.  
De modo a testar esta hipótese efectuaram-se, primeiro, estudos de ligação da sonda livre 
(Alexa Fluor 488 após reacção com a hidroxilamina 100 nM) ao lisozima por medidas de 
fluorescência em estado estacionário. A Fig. 3.9.A mostra que a intensidade de fluorescência, ܫ, 
desta sonda diminuía progressivamente com o aumento da concentração total de lisozima, ሾܲሿ௧, 
adicionado à solução, entre 0 - 876 μM. Considerando um equilíbrio simples de ligação não 
covalente 1:1 (Eq. 2.9), obteve-se ܭௗ= 99 ± 6 μM  e ܨ ൌ ܫ௙ ߂ܫ௠௔௫⁄  = 2.1 através do ajuste da Eq. 
2.14 aos resultados experimentais de ܫ versus ሾܲሿ௧. Paralelamente, a anisotropia de fluorescência 
em estado estacionário sofreu um aumento gradual com o aumento da concentração de proteína 
adicionada à solução, desde ۃݎۄ௙ = 0.012 ± 0.002 (Fig. 3.9.A), revelando a formação progressiva 
do complexo lisozima:sonda, que é acompanhada pela imobilização parcial desta no seu centro 
de ligação à proteína. O ajuste da Eq. 2.15 aos dados experimentais de ۃݎۄ versus ሾܲሿ௧ (fixando ܨ= 
2.1, determinado anteriormente), permitiu recuperar ܭௗ= 86 ± 8 μM e ۃݎۄ௕ = 0.140 ± 0.003. Note-
se que este último valor é um pouco inferior ao medido experimentalmente para a sonda Alexa488 
ligada covalentemente ao lisozima, ۃݎۄ= 0.200 ± 0.005 (Quadro 3.2). 
Finalmente, os resultados anteriores foram ainda confirmados através da realização de 
medidas de FCS. À medida que se aumentou a concentração de lisozima em solução, as curvas 
de AC normalizadas da sonda livre 10 nM sofreram um desvio progressivo para a direita (Fig. 
3.9.B). A análise destas curvas de acordo com um modelo de uma espécie única (3D Gaussiano 
com tripleto) revelou que o tempo de difusão desta espécie aumentava hiperbolicamente com a 
concentração de lisozima presente no ensaio, até ߬஽~ 91 μs (Fig. 3.9.C), valor este muito próximo 
do obtido para o lisozima conjugado com a sonda Alexa 488 (߬஽= 93 ± 9 μs (Quadro 3.4)). Quando 
a análise das curvas de AC foram realizadas considerando-se um modelo de duas espécies 
(ambos os valores ߬஽ଵ= 26.3 μs e ߬஽ଶ= 90 μs, foram fixos durante as análises), obteve-se que a 
fracção molar aparente de ligando ligado, ௕݂
௔௣, aumentava com a concentração de enzima 
adicionada à solução; após a correcção destes resultados para a variação do brilho da sonda livre 
por ligação não covalente ao lisozima (ܨ= 2.1), foi possível efectuar o ajuste da Eq. 2.60 à 
variação da fracção molar de ligando ligado, ௕݂ com ሾܲሿ௧ e obter ܭௗ= 98 ± 10 μM (Fig. 3.9.D). 






Figura 3.9 – Determinação da constante de equilíbrio de dissociação do complexo lisozima-
Alexa488 por medidas de fluorescência em estado estacionário e por FCS. 
(A) Variação da intensidade de fluorescência, ܫ (ߣ௘௫௖= 480 nm; ߣ௘௠= 510 nm) (círculos azuis) e da anisotropia de 
fluorescência em estado estacionário, ۃݎۄ (ߣ௘௫௖= 480 nm; ߣ௘௠= 512 nm) (quadrados vermelhos) da sonda 
Alexa488 (após a sua reacção com hidroxilamina) com a concentração total de lisozima em solução; (B) Curvas 
de AC normalizadas da sonda Alexa488 (após a sua reacção com hidroxilamina) na presença de 0 μM (azul 
escuro), 50 μM (vermelho), 200 μM (verde) e 850 μM (azul claro) de lisozima; (C) Análise das curvas de AC de 
acordo com um modelo de uma espécie única: variação do tempo de difusão, ߬஽, com a concentração total de 
lisozima em solução, ሾܲሿ௧. A linha a tracejado indica a assímptota obtida (߬஽ = 91 μs) no ajuste empírico de uma 
hipérbole à variação de ߬஽ com ሾܲሿ௧  (D) Variação da fracção de Alexa488 ligado aparente, ௕݂
௔௣ (círculos azuis) e 
corrigida para a variação de brilho da sonda, ௕݂  , (quadrados vermelhos) com a concentração total de lisozima 
em solução. As curvas a cheio representam o ajuste de diferentes equações aos resultados experimentais 
obtidos (para mais detalhes ver texto). As experiências foram realizadas em tampão HEPES-KOH (pH 7.4) 20 
mM e EDTA 0.1 mM, utilizando-se [Alexa488]= 0.1 μM e 10 nM nos estudos realizados em estado estacionário e 
por FCS, respectivamente.  
 
As três técnicas de fluorescência empregues na determinação da constante de equilíbrio de 
dissociação do complexo lisozima:sonda, ܭௗ, são sensíveis a fenómenos muito diferentes: (݅) a 
diminuição da intensidade de fluorescência da sonda Alexa488 reflecte a proximidade do 
fluoróforo em relação a certos resíduos de aminoácidos presentes no seu centro de ligação não 
covalente no lisozima; que actuarão como grupos extintores de fluorescência (quenchers), 
enquanto que o aumento (݅݅) da anisotropia de fluorescência e (݅݅݅) do tempo de difusão traduzem 












































































à formação do complexo lisozima:sonda. Os três valores obtidos para a constante de equilíbrio de 
dissociação apresentam elevada concordância entre si, validando o modelo de formação de um 
complexo lisozima:sonda 1:1 sob diferentes condições experimentais, nomeadamente 
ሾܣ݈݁ݔܽ488ሿ= 10 e 100 nM. Estes valores também implicam que, para as concentrações de 
proteína total tipicamente presentes no pico 1 do cromatograma relativo à purificação da proteína 
conjugada por cromatografia de exclusão molecular (ሾܲሿ௧ ~ 10 – 25 μM), ௕݂~ 0.09 – 0.20. Nos 
ensaios de FCS, pelo contrário, ሾܲሿ௧ é da ordem de nM, pelo que toda a sonda ligada não 
covalentemente ao lisozima dever-se-á dissociar completamente, passando a existir sob a forma 
livre em solução.  
Quando se repetiram as experiências anteriores, mas usando agora a sonda BODIPY FL após 
a sua reacção com a hidroxilamina, não se obteve qualquer variação da sua intensidade ou da 
sua anisotropia de fluorescência em estado estacionário com a concentração total de lisozima 
adicionado à solução, não havendo então qualquer evidência experimental de esta sonda se ligar 
não covalentemente ao lisozima na gama de concentrações de proteína exploradas nestes 
ensaios (resultados não apresentados). 
 
Em resumo, e face aos resultados anteriores, propõe-se então que ܨெ஼ < 1, obtida nos 
estudos de partição do Alexa488-Lz para LUV de POPC:POPS preparados com uma fracção 
molar de fosfolípido aniónico variável, é devido à presença da sonda Alexa488 livre em solução e 
não à existência de uma fracção de proteína não competente para se ligar às vesículas lipídicas. 
O facto de ambas a sonda livre e as vesículas lipídicas serem carregadas negativamente causa 
uma repulsão electrostática forte entre estes dois componentes do sistema, impedindo que a 
sonda se ligue aos lipossomas utilizados através do estabelecimento de uma interacção hidrófoba. 
Falta ainda sublinhar que, devido à variação no brilho deste fluoróforo causada pela sua ligação 
covalente ao lisozima, o valor de ~15 - 20% calculado nos estudos de partição para a fracção de 
sonda livre em solução deve estar muito sobre-estimado. Esta conclusão é apoiada pela 
observação de que, após a realização de uma diálise extensiva das várias amostras para se traçar 
os seus espectros de CD, praticamente não se registou qualquer alteração no valor da sua razão 
D/P determinada espectrofotometricamente. Note-se ainda que as medidas de anisotropia de 
fluorescência resolvidas no tempo realizadas com as amostras Alexa488-Lz não são muito 
informativas a este respeito, pois a pequena fracção de sonda livre presente em solução aquosa 
deve despolarizar muito rapidamente a radiação, estando a sua contribuição incluída na amplitude 
determinada para o movimento segmental da proteína. Por outro lado, os ajustes realizados às 
curvas de AC da difusão do Alexa488-Lz em solução realizados com o modelo 3D Gaussiano com 
tripleto para uma espécie única apresentam já uma elevada qualidade (valor de ߯ଶ  reduzido e 
distribuição aleatória de resíduos), não sendo introduzida nenhuma melhoria significativa quando 
se utilizou um modelo de duas espécies.  




O corolário da conclusão anterior implica que as curvas de AC obtidas nos estudos de partição 
do Alexa488-Lz deveriam ter sido analisadas de acordo com um modelo de 3 espécies: sonda 
livre em solução, proteína conjugada livre e particionada para as vesículas lipídicas, 
respectivamente. Contudo, dado o número muito elevado de parâmetros de ajuste presentes 
neste modelo, e ao facto de este não estar disponível no software de análise utilizado, este não foi 
implementado. De qualquer modo, pensa-se que (݅) o modelo utilizado na análise de resultados é 
bastante robusto pois, apesar de considerar apenas duas espécies, foi capaz de indicar a 
presença de uma terceira espécie fluorescente livre em solução, que era incapaz de se ligar às 
vesículas lipídicas nas condições utilizadas e, (݅݅) o erro experimental envolvido na determinação 




Para se estudar em detalhe o mecanismo de interacção do lisozima com as membranas 
lipídicas carregadas negativamente, utilizou-se o lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 com 
uma D/P= 0.5 (Marcação #4, Quadro 2.2) e LUV de POPC:POPS 70:30 como sistema modelo de 
membranas lipídicas aniónicas. Uma vez que se pretendia caracterizar este mecanismo de 
interacção para uma gama alargada de concentrações de fosfolípido total, foram preparadas 
várias amostras independentes com concentração constante de Alexa488-Lz (0.5 e 3.0 µM, 
respectivamente) e diferentes concentrações de lípido total (0 – 4 mM). As propriedades de 
emissão de fluorescência do Alexa488-Lz presente nas diferentes amostras foram caracterizadas 
em estado estacionário (espectros de excitação e de emissão, anisotropia de fluorescência) e 
ainda foram realizadas medidas resolvidas no tempo (decaimentos de intensidade de 
fluorescência). Atendendo aos resultados obtidos anteriormente nos estudos de FCS realizados 
com LUV POPC contendo 50 mol% de POPS, também se caracterizou a capacidade de a 
proteína conjugada em promover a agregação das vesículas lipídicas. 
 
Agregação das vesículas lipídicas mediada pelo Alexa488-Lz 
Após a adição de Alexa488-Lz 3.0 µM aos LUV de POPC:POPS 70:30, observou-se um 
aumento da dispersão de luz, medida a 90º, pela suspensão lipídica presente em solução, 
comparativamente às amostras preparadas na ausência de proteína conjugada, no intervalo 0 < 
ሾܮ݅݌ሿ௧ < 0.6 mM (Fig. 3.10.A). Para concentrações lipídicas superiores a aproximadamente 1 mM, 
a turbidez das amostras voltava a aproximar-se dos valores apresentados pelas vesículas 
preparadas com uma concentração lipídica idêntica, mas na ausência de Alexa488-Lz. Estes 
resultados mostram que o lisozima derivatizado é capaz de induzir a agregação dos lipossomas 
3.4 Estudo da interacção do lisozima conjugado com Alexa Fluor 488 com 
LUV POPC:POPS 70:30 




contendo POPS num intervalo de razões lípido/proteína bem definido. Em particular, a turbidez 
das amostras apresentava um valor máximo entre 0.2 – 0.3 mM de lípido total, ou seja, para uma 
razão molar POPSacessível:Alexa488-Lz ~ 8 – 12. Quando a experiência anterior foi repetida 
usando-se agora 0.5 µM de Alexa488-Lz, as medidas de dispersão de luz efectuadas não 
evidenciaram agregação das vesículas mediada pela proteína (resultados não apresentados). 
Esta observação não é surpreendente pois o máximo esperado para o aumento na turbidez 
destas amostras deveria ocorrer aproximadamente quando se utilizava uma ሾܮ݅݌ሿ௧ ~ 33 – 50 µM, 
ou seja, para concentrações de fosfolípido inferiores à usada na primeira amostra estudada (com 
ሾܮ݅݌ሿ௧ = 100 µM). 
 
 
Figura 3.10 – Estudo da agregação dos lipossomas induzida pela proteína conjugada Alexa488-
Lz (Marcação #4, ࡰ/ࡼ = 0.5) e da variação das suas propriedades de emissão de fluorescência 
por interacção com LUV POPC:POPS 70:30. 
(A) Variação da dispersão de luz a 90º ( ߣ௘௫ ൌ ߣ௘௠= 650nm) dos lipossomas com a concentração de lípido total 
em solução, na presença (círculo vermelho fechado) e na ausência (círculo vermelho aberto) de Alexa488-Lz 3 
µM; Variação (B) da intensidade de fluorescência (ߣ௘௫ ൌ 470 nm), (C) do tempo de vida médio (Eq. 2.19) (ߣ௘௠ ൌ 
515 nm) e (D) da anisotropia de fluorescência (ߣ௘௫ ൌ 480 nm; ߣ௘௠ ൌ 515 nm) do Alexa488-Lz 0.5 µM (quadrados 
azuis) e 3.0 µM (círculos vermelhos) com a concentração de lípido total em solução. As linhas a tracejado 
























































Medidas de fluorescência em estado estacionário 
Paralelamente ao aumento de turbidez registado nas amostras, ocorreu um desvio progressivo 
no c.d.o. máximo de emissão do Alexa488-Lz particionado para as vesículas lipídicas, para o 
vermelho, que atingiu um máximo de 7 nm para ሾܮ݅݌ሿ௧ = 0.2 mM. Este desvio foi acompanhado 
por uma diminuição progressiva na intensidade de fluorescência do Alexa488-Lz, que atingiu 
cerca de 60% do seu valor inicial, novamente para ሾܮ݅݌ሿ௧ = 0.2 mM. Para concentrações lipídicas 
superiores, a intensidade de fluorescência das amostras foi recuperando, até atingir cerca de 40% 
do valor medido para a proteína conjugada em solução tampão quando ሾܮ݅݌ሿ௧= 4 mM (Fig. 
3.10.B). Entre 1 < ሾܮ݅݌ሿ௧ < 4 mM, o espectro de emissão de fluorescência tornou-se independente 
da concentração de lípido total presente na amostra, e idêntico ao medido em solução tampão. 
      Quando se diminui 6 vezes a concentração de proteína conjugada adicionada à solução, não 
se registou qualquer variação no c.d.o. máximo de emissão do Alexa488-Lz com a concentração 
de fosfolípido total presente em solução (resultados não apresentados). As variações registadas 
na intensidade de fluorescência da amostra foram semelhantes às descritas anteriormente, mas 
de uma forma mais atenuada: inicialmente, a emissão de fluorescência da amostra diminui 
ligeiramente, até cerca de 20% para ሾܮ݅݌ሿ௧ = 0.1 mM. Depois, o seu valor foi aumentando com a 
concentração lipídica presente na amostra, até atingir um valor cerca de 10% superior ao medido 
em solução tampão, para ሾܮ݅݌ሿ௧ = 3 mM (Fig. 3.10.B). 
 
Medidas de fluorescência resolvidas no tempo 
Tal como descrito anteriormente, os decaimentos da intensidade de fluorescência do 
Alexa488-Lz em solução tampão e na presença de LUV preparados com POPC:POPS 70:30  
foram analisados considerando 3 componentes. O tempo de vida médio de fluorescência do 
Alexa488-Lz, ۃ߬ۄ, também apresentou uma variação bifásica com a concentração total de 
vesículas lipídicas presentes em solução: o seu valor diminuiu, inicialmente, de 3.3 ns em solução 
tampão até 3.0 e 2.4 ns, quando se utilizou 0.5 e 3.0 µM de Alexa488-Lz, respectivamente, e 
ሾܮ݅݌ሿ௧ = 0.2 – 0.3 mM. Em seguida, com o aumento da ሾܮ݅݌ሿ௧ adicionada a cada amostra, ocorreu 
um aumento progressivo deste parâmetro até este recuperar 100% e 97% do seu valor inicial, 
respectivamente (Fig. 3.10.C). 
Uma análise mais detalhada dos resultados das medidas de fluorescência resolvidas no 
tempo, mais concretamente das amplitudes e tempos de vida de cada componente do 
decaimento, permitiu identificar mais claramente duas fases na associação do Alexa488-Lz 3 µM 
às membranas. Numa primeira fase (Fase I), quando se diminui a concentração de lípido total em 
solução de 4 até ~1 mM, ou seja, quando se prepararam amostras com uma razão molar 
lípido:proteína, L/P, entre elevada e moderada, o tempo de vida de cada componente permaneceu 
praticamente invariante: ߬ଵ= (0.39 ± 0.07) ns, ߬ଶ = (1.7 ± 0.2) ns e ߬ଷ= (3.6 ± 0.1) ns (Fig. 3.11.D). 
De facto, a diminuição que ocorre, em paralelo, no tempo de vida médio do fluoróforo (Figs. 




3.10.C e 3.11F), é devida unicamente à variação no valor das amplitudes de cada componente: 
enquanto as amplitudes associadas às componentes curtas, ߙଵ e ߙଶ, aumentam, há uma 
diminuição concomitante no valor da amplitude associada à componente longa, ߙଷ, que 
acompanha a diminuição progressiva da concentração de lípido total em solução (Fig. 3.11.B).  
 
 
Figura 3.11 – Variação dos parâmetros de fluorescência resolvidos no tempo do Alexa488-Lz 
(Marcação #4, ࡰ/ࡼ = 0.5) (A, C e E) 0.5 µM e (B, D e F) 3.0 µM por interacção com LUV 
POPC:POPS 70:30. 
Variação das (A e B) amplitudes, ߙ௜, (C e D) tempos de vida, ߬௜  (݅=1, a azul, ݅=2, a verde e ݅=3, a vermelho) e (E 
e F) tempo de vida médio ponderado com as amplitudes, ߬ҧ (Eq.2.22) do Alexa488-Lz 0.5 µM (A, C e E) e 3.0 µM 

































































Estes dados revelam a existência de um mecanismo de extinção de fluorescência estático, 
uma vez que se observaram variações na intensidade de fluorescência da amostra que 
envolveram apenas as amplitudes do decaimento. Normalmente, este tipo de extinção de 
fluorescência envolve a formação de um complexo não fluorescente no estado fundamental. Neste 
caso, a extinção de fluorescência do Alexa488 ligado covalentemente ao lisozima poderá ser 
devido a uma interacção entre a sonda e grupos extintores de fluorescência presentes nas 
cadeias laterais de vários resíduos de aminoácidos, tais como Trp, Tyr, His e Met. Os resultados 
anteriores indicam que as moléculas de Alexa488-Lz particionadas nas vesículas lipídicas devem 
estar a interconverter-se entre duas populações diferentes, que sofrem um grau de extinção de 
fluorescência estático distinto. Estas duas populações corresponderão, provavelmente, a dois 
estados conformacionais ou a duas orientações diferentes do Alexa488-z ligado às vesículas 
lipídicas, e que se interconvertem entre si com o aumento da concentração superficial da proteína 
conjugada nos lipossomas. 
Numa segunda fase (Fase II), quando se utiliza uma L/P baixa (ሾܮ݅݌ሿ௧ < 1 mM), a variação no 
valor das amplitudes de cada componente acentua-se (Fig. 3.11.B), ocorrendo também agora uma 
diminuição no valor do tempo de vida das componentes intermédia e longa, que atingem um valor 
mínimo de 1.4 e 3.2 ns, respectivamente, para ሾܮ݅݌ሿ௧ =  0.2 mM (Fig. 3.11.B e D). 
A análise das curvas de decaimento obtidas com Alexa488-Lz 0.5 µM mostraram que, neste 
caso, as medidas foram realizadas sempre sob as condições associadas à fase I descrita 
anteriormente (Fig. 3.11.A e B). 
 
Anisotropia de fluorescência em estado estacionário 
Na Figura 3.10.D apresenta-se a variação da anisotropia de fluorescência em estado 
estacionário do Alexa488-Lz 0.5 e 3.0 µM com a concentração de lípido total em solução. No 
primeiro caso, a anisotropia aumentou desde ۃݎۄ= 0.20 em solução tampão, até atingir um 
patamar com ۃݎۄ~ 0.22 - 0.23 para ሾܮ݅݌ሿ௧ ≥ 0.9 mM. Este comportamento descreve a partição da 
proteína conjugada para as vesículas lipídicas, estando genericamente de acordo com o valor de 
ܭ௣= (1.9 ± 0.2) x106 determinado para esta marcação por FCS (Quadro 3.6) pois, usando-se a Eq. 
2.60, obtém-se ௕݂ > 0.90 para ሾܮ݅݌ሿ௧ > 0.5 mM, assumindo-se ܨெ஼= 1. 
A anisotropia apresentou um comportamento mais complexo quando se repetiu a experiència 
anterior com uma concentração de proteína conjugada seis vezes superior: de início, diminuiu 
acentuadamente desde ۃݎۄ= 0.20 até ۃݎۄ= 0.16 para ሾܮ݅݌ሿ௧= 0.3 mM. Na fase seguinte a 
anisotropia aumentou progressivamente até atingir ۃݎۄ= 0.19 para 4 mM de lípido total. Este 
comportamento só pode ser explicado pela ocorrência de homotransferência ou migração de 
energia entre as moléculas de Alexa488-Lz particionadas para as vesículas lipídicas. Com efeito, 
devido ao seu pequeno desvio de Stokes (Fig 3.3) e aos valores caracteristicamente elevados de 
rendimento quântico de fluorescência e coeficiente de absorção molar, o fluoróforo Alexa488 




apresenta um elevado potencial para homotransferência, possuindo um raio de Forster, ܴ௢~ 4.7 
nm, elevado. Por outro lado, a diminuição que ocorre, em paralelo, no tempo de vida médio da 
proteína conjugada, não é capaz de explicar o resultado anterior pois deveria causar um aumento 
e não uma diminuição da anisotropia de fluorescência do Alexa488-Lz, de acordo com a equação 
de Perrin. Deste modo, os resultados anteriores são explicados considerando-se que, de início, há 
uma partição reduzida do Alexa488-Lz para as vesículas por se empregar uma concentração de 
lípido total baixa no ensaio. No entanto, a pequena fracção de moléculas que se liga às vesículas 
tem uma elevada concentração superficial nestas, pois as moléculas de Alexa488-Lz distribuem-
se pelos poucos lipossomas presentes em solução – estas são as condições ideias para uma 
homotransferência muito eficiente, devido à proximidade média muito elevada entre as moléculas 
de proteína conjugada particionadas para as vesículas. Com o aumento progressivo da 
concentração de lípido total em solução, apesar de haver cada vez uma maior partição do 
Alexa488-Lz para as vesículas, também ocorre, em paralelo uma diluição progressiva do 
Alexa488-Lz na superfície dos lipossomas pois há cada vez mais vesículas lipídicas em solução. 
Este último efeito faz diminuir a migração de energia entre as moléculas, causando o aumento 
progressivo da anisotropia de fluorescência em estado estacionário, que deverá acabar por atingir 
o valor correspondente a uma diluição infinita, obtido anteriormente com Alexa488-Lz 0.5 µM, ou 
seja, ۃݎۄ~ 0.22 – 0.23. 
Concluindo, as medidas de anisotropia realizadas revelam a variação bifásica na densidade de 
moléculas de Alexa488-Lz que ocorre na superfície das vesículas lipídicas quando se aumenta a 
concentração de lípido total em solução. 
 
 
Nas experiências anteriores (secção 3.4), foi caracterizada a interacção do Alexa488-Lz com 
membranas lipídicas aniónicas (LUV POPC:POPS 70:30), tendo-se usado uma gama alargada de 
concentrações de lípido total. Nestes ensaios, só se detectou a formação de agregados lípido-
proteína supramoleculares quando se utilizou uma razão L/P baixa nos ensaios, ou seja, quando 
se empregou condições semelhantes às descritas por Kinnunen e colaboradores nos seus 
trabalhos (Zhao et al., 2004). De modo a testar se, concomitantemente, ocorreu a formação de 
fibras do tipo amilóide, em que as moléculas de lisozima adoptam uma estrutura rica em folhas β, 
realizaram-se ensaios com ThT. Com efeito, este fluoróforo, que apresenta propriedades de um 
rotor molecular (Stsiapura et al., 2008), é frequentemente utilizado na detecção de fibras 
amilóides, uma vez que se observa um grande aumento na intensidade de fluorescência desta 
sonda quando esta se liga a este tipo de estruturas (Munishkina and Fink, 2007;Stsiapura et al., 
2008;Kumar et al., 2008). 
3.5 Detecção da formação de fibras amilóide pelo lisozima usando a sonda 
tioflavina T 




Nestas experiências, foram preparadas amostras com uma concentração crescente de LUV 
POPC:POPS 70:30, as quais se adicionou uma concentração constante de lisozima não 
derivatizado (3 µM). Após uma incubção de 30 min, adicionou-se ThT 9 µM a todas as amostras e 
mediu-se a sua intensidade de fluorescência. Como controlo, prepararam-se amostras idênticas 
mas às quais não se adicionou proteína. 
A utilização de lisozima não derivatizado causou uma floculação extensa das amostras 
preparadas com muito baixa concentração de lípido total, visível a olho nu, o que dificultou os 
ensaios devido à deposição dos agregados nas células de fluorescência durante a realização das 
medidas. Este resultado pode ser explicado pelo facto de, neste caso, se ter utilizado proteína não 
marcada com carga global +8. Atendendo a que a interacção entre o lisozima e as membranas 
aniónicas é predominantemente electrostática, tal como foi demonstrado por FCS, é de esperar 
que esta seja mais forte no caso de se usar lisozima relativamente às amostras de proteína 
derivatizada. 
A dispersão de luz a 90º das vesículas lipídicas preparadas na presença e na ausência de ThT 
9 µM foi muito semelhante entre si (resultado não apresentado), mas o mesmo já não se observou 
para as vesículas com ThT e lisozima não marcado, existindo um aumento da dispersão das 
amostras relativamente aos controlos para as baixas razões L/P usadas (Fig 3.12.A). Estes 
resultados mostram que a ThT não interfere com a capacidade do lisozima em promover a 
agregação das vesículas lipídicas. 
 
 
Figura 3.12 – Detecção da formação de fibras do tipo amilóide pelo lisozima na presença de LUV 
POPC:POPS 70:30 utilizando a intensidade de fluorescência da ThT. 
(A) Variação da dispersão de luz a 90º ሺߣ௘௫ ൌ ߣ௘௠= 650nm) dos lipossomas e (B) da intensidade de fluorescência 
da ThT ሺߣ௘௫ ൌ 470; ߣ௘௠= 485nm) com a concentração de lípido total e acessível em solução, respectivamente. 
Os ensaios foram realizados na presença (círculo vermelho fechado) e na ausência (quadrado azul fechado) de 
lisozima 3 µM. Todas as amostras continham ThT 9 µM. Em (B) as curvas a cheio e a tracejado representam o 
ajuste da Eq. 2.14 aos dados experimentais obtidos, em que no segundo caso se desprezaram os três primeiros 






























Por outro lado, a intensidade de fluorescência da ThT aumentou significativamente com o 
aumento da concentração de LUV de POPC:POPS 70:30 (Fig. 3.12.B). Estes dados indicam que 
existe uma partição da ThT para os LUV, o que não foi, até agora, reportado na literatura. A 
imobilização da sonda na superfície da membrana deverá impor restrições na rotação das duas 
metades da molécula, causando um aumento da sua intensidade de fluorescência. A análise dos 
dados obtidos de acordo com um equilíbrio de partição da sonda fluorescente catiónica para as 
vesículas lipídicas aniónicas usando a Eq. 2.14, permitiu determinar ܭ௣= (1.5 ± 0.1) x105 (Fig. 
3.12.B).  
Os resultados obtidos na presença de lisozima 3 µM foram muito idênticos aos anteriores (Fig 
3.12 B). No entanto, os problemas relacionados com a floculação das amostras fizeram com que 
as três medidas realizadas com as menores concentrações de lípido total em solução tivessem 
um grande erro associado. Infelizmente, estes ensaios eram os mais importantes na avaliação da 
formação de fibras do tipo amilóide pelo lisozima na presença de vesículas lipídicas, pelo que não 
é possível, neste momento, tirar conclusões a este respeito. Provavelmente, a repetição destes 
ensaios com LUV de POPC contendo uma menor fracção molar de POPS poderão ajudar a 
contornar este problema. Analisando os dados obtidos (desprezando os três ensaios referidos) de 
acordo com um modelo de partição, obteve-se ܭ௣= (2.0 ± 0.1) x105 para a ThT em relação aos 
LUV POPC:POPS 70:30 na presença de lisozima 3.0 µM.  
 
Finalmente, resta sublinhar que as experiências realizadas com ThT alertam para a 
necessidade de, nos ensaios realizados in vitro na presença de membranas lipídicas, se 
prepararem sempre os controlos adequados, de modo a que se garanta que não existe uma 
partição desta sonda para a membrana ou, pelo menos, que esta possa ser diferenciada da sua 



























As membranas lipídicas podem actuar como catalisadores na formação de fibras amilóides, 
uma vez que permitem aumentar a concentração 2D do precursor amilóide e/ou funcionar como 
um template para a sua agregação, facilitando a passagem da barreira de unfolding das 
proteínas/péptidos amiloidogénicos (Hebda and Miranker, 2009). O mecanismo de formação das 
fibras amilóides na presença de membranas lipídicas tem sido extensivamente estudado para o 
caso do IAPP, da α-sinucleína e do péptido Aβ, que estão envolvidos, respectivamente, nas 
patologias da diabetes tipo II, doença de Alzheimer e doença de Parkinson (Munishkina and Fink, 
2007;Hebda and Miranker, 2009). Apesar de nestes estudos ainda existirem algumas dúvidas 
sobre o papel da interacção lipido-proteína na formação das fibras amilóides, parece ser 
consensual que a presença de fosfolípidos negativos nos lipossomas, que permitem o 
estabelecimento de interacções electrostáticas com os péptidos/proteínas catiónicos, desempenha 
um papel preponderante neste processo.  
Em 2004, Kinnunen e colaboradores propuseram que as membranas aniónicas também 
podem desencadear a formação de fibras do tipo amilóide por proteínas não amiloidogénicas, 
como o lisozima, a insulina, o 3-fosfato de gliceraldeído, a mioglobina, o citocrómio c, a histona H1 
e a α-lactalbumina (Zhao et al., 2004). Mais recentemente, foi ainda proposto por estes 
investigadores que a endostatina (Zhao et al., 2005), as temporinas (péptidos antimicrobianos) 
(Zhao et al., 2005;Mahalka and Kinnunen, 2009) e o fosfolipase A2 (Code et al., 2008;Code et al., 
2009) podem igualmente formar fibras do tipo amilóide nestas condições, o que poderá estar 
relacionado com a sua actividade biológica. Todos estes estudos foram realizados 
caracteristicamente num tampão de baixa força iónica, que favorece o estabelecimento de 
interacções electrostáticas, e utilizando razões lípido/proteína baixas. No entanto, não foram ainda 
descritos em detalhe os mecanismos, ao nível molecular que desencadeiam a formação deste tipo 
de fibras, nem os dados apresentados por estes autores esclarecem cabalmente se estas têm 
uma estrutura rica em folhas β. 
Neste trabalho, pretendeu-se estudar o mecanismo de interacção do lisozima da clara do ovo, 
proteína não amiloidogénica, com lipossomas contendo uma fracção molar variável de fosfolípido 
aniónico, POPS, por forma a se obter informação mais detalhada sobre as características das 
várias espécies intermediárias que estão putativamente envolvidas na formação destas fibras do 
tipo amilóide. 
Após a conjugação do lisozima com a sonda Alexa Fluor 488, determinou-se a sua constante 
de partição para lipossomas de POPC contendo diferentes fracções molares de POPS, usando a 
técnica de FCS, de forma a se poder quantificar, em cada amostra, a fracção de lisozima presente 
nas fases aquosa e lipídica, respectivamente. Esta técnica tem sofrido um aumento exponencial 
na sua utilização nos últimos anos, nomeadamente, em estudos de partição, estando bem 
documentadas as suas vantagens e aplicabilidade (Golebiewska et al., 2006;Rhoades et al., 
2006;Posokhov et al., 2008;Aisenbrey et al., 2008;Blin et al., 2008;Kyrychenko et al., 2009;Pu et 




al., 2009a;Pu et al., 2009b). Os coeficientes de partição do Alexa488-Lz aumentaram cerca de 
uma ordem de grandeza por cada incremento de 10% no valor da fracção molar de POPS incluída 
na composição das vesículas de POPC, pelo que se confirmou que a interacção do lisozima com 
as membranas lipídicas aniónicas tem um carácter essencialmente electrostático (Fig 3.7.D). No 
entanto, os estudos de FCS também revelaram que, aparentemente, não ocorria 100% de 
partição do Alexa488-Lz para as vesículas lipídicas. Após se ter testado várias hipóteses chegou-
se à conclusão que o resultado anterior era devido à presença de sonda livre aniónica em 
solução, que não se ligava aos lipossomas, também carregados negativamente. A fracção de 
sonda livre indicada pelas medidas de FCS (~15 – 20%) deverá estar largamente sobre-estimada 
já que a contribuição de cada espécie individual para a curva de AC de uma mistura de espécies 
depende do quadrado do seu brilho, e a sonda livre fluoresce bastante mais do que o Alexa488-
Lz. Note-se ainda que a presença de sonda livre em solução não deve comprometer as medidas 
de fluorescência do Alexa488-Lz realizadas posteriormente, em estado estacionário e resolvidas 
no tempo, uma vez que a sua percentagem em solução deve ser muito baixa. 
Os valores de ܭ௣ do lisozima conjugado com a sonda Alexa 488 são muito diferentes dos 
obtidos anteriormente num estudo realizado por Gorbenko et al. (Gorbenko et al., 2007). Estes 
autores mediram a partição do lisozima conjugado com 5´-isotiocianto de fluoresceína (FITC) para 
as vesículas lipídicas através da medição da diminuição da sua intensidade de fluorescência com 
o aumento da concentração de lípido total. A emissão de fluorescência por este fluoróforo é 
sensível ao valor de pH do seu micro-ambiente reflectindo, neste caso, a acidificação da solução 
que ocorre junto da interface aniónica da membrana. Nos estudos de partição realizados por estes 
autores foram utilizadas concentrações de lípido muito baixas (tipicamente até cerca de 50 – 70 
μM de lípido total), mesmo quando utilizavam lipossomas contendo apenas 5 e 10 mol% PS. Por 
outro lado, algumas curvas de partição, obtidas com maiores % de fosfolípido negativo (por exº, 
20 e 40 mol% PS, 11 e 25 mol% de cardiolipina) desviavam-se do comportamento hiperbólico 
típico, apresentando uma forma sigmóide. Todos os ensaios realizados neste estudo foram 
efectuados utilizando-se sempre razões L/P muito baixas pelo que, possivelmente, além da 
partição, poderão estar a ocorrer outros fenómenos, tais como a agregação das vesículas lipídicas 
mediada pela proteína, que comprometem as análises realizadas. 
Na segunda parte do trabalho, efectuou-se uma caracterização fotofísica da interacção do 
Alexa488-Lz com LUV POPC:POPS 70:30 numa gama alargada de concentrações totais de lípido 
em solução. De acordo com os resultados obtidos, propõe-se um modelo bifásico para esta 









Fase I – associada à utilização de uma razão L/P entre elevada e moderada 
(aproximadamente entre 1 < [Lip]t < 4 mM, no caso dos estudos realizados com 
Alexa488-Lz 3.0 μM) 
 
Nestas condições, ocorre 100% de partição do Alexa488-Lz para as vesículas lipídicas, 
predominando uma ligação periférica da proteína conjugada aos grupos aniónicos dos 
fosfolípidos, na interface lípido-água dos lipossomas. À medida que se foi diminuindo a 
concentração de lípido total usada nos ensaios, desde 4 até 1 mM, ocorreu um aumento 
concomitante na concentração superficial do Alexa488-Lz nas vesículas lipídicas, o que se 
traduziu numa diminuição da sua anisotropia de fluorescência em estado estacionário devido a 
uma migração de energia muito eficiente entre as moléculas de Alexa488-Lz, que se deverão 
aproximar progressivamente na superfície dos lipossomas (Fig. 3.10.D). Paralelamente, as 
medidas de fluorescência resolvidas no tempo mostraram que há uma inter-conversão gradual 
entre duas populações de moléculas de Alexa488-Lz ligadas aos lipossomas, e que possuem 
graus de extinção de fluorescência estática diferentes (Fig. 3.11.B e D). Estas populações 
poderão corresponder a dois confórmoros diferentes e/ou a duas orientações/ estados de 
agregação distintos da proteína conjugada na membrana. 
Com o aumento da densidade superficial do Alexa488-Lz catiónico ligado aos lipossomas, o 
potencial de superfície negativo das vesículas vai também diminuindo o seu valor 
progressivamente, até ocorrer a transição para a fase II. 
 
Fase II – associada à utilização de uma razão L/P baixa 
(aproximadamente entre 0.1 < [Lip]t < 1 mM, no caso dos estudos realizados com 
Alexa488-Lz 3.0 μM) 
 
Apesar de nesta gama de concentrações, não correr 100% de partição do Alexa488-Lz para 
os LUV POPC:POPS 70:30 (para [Lip]t < 0.5 mM, fb < 0.90), a concentração superficial da proteína 
conjugada nos lipossomas é muito elevada devido ao número relativamente reduzido de vesículas 
lipídicas presente em solução. Nestas condições, a anisotropia de fluorescência do Alexa488-Lz 
atinge o seu valor mínimo, reflectindo uma eficiência máxima na homotransferência de energia 
entre as moléculas de proteína conjugada ligadas às vesículas lipídicas (Fig. 3.10.D). Por outro 
lado, a carga superficial dos lipossomas deve praticamente anular-se, deixando de haver 
repulsões electrostáticas entre as vesículas, que sofrem uma agregação extensiva em solução 
mediada pela proteína conjugada. Paralelamente, as interacções hidrófobas entre a proteína e os 
lipossomas tornam-se mais importantes tendo sido proposto recentemente que, nestas condições, 
o lisozima pode penetrar parcialmente na bicamada lipídica (Yuan et al., 2007;Coutinho et al., 
2008). A alteração sofrida nas propriedades do micro-ambiente directo do fluoróforo Alexa488 




ligado covalentemente à proteína causam: (i) um desvio espectral para o vermelho no seu 
espectro de emissão de fluorescência e, (ii) uma diminuição no valor das componentes intermédia 
e longa do seu decaimento de intensidade de fluorescência (Fig. 3.11.B). No limite, as interacções 
fracas que estabilizam o nível de estrutura terciário da proteína poderão enfraquecer, ocorrendo 
uma alteração conformacional que poderá, eventualmente, conduzir à formação de fibras do tipo 
amilóide pelo lisozima. 















Figura 4.1 – Ilustração esquemática do modelo proposto para a interacção do Alexa488-Lz com 
vesículas lípidicas aniónicas, no qual podem ser distinguidas duas fases que dependem 
essencialmente da razão L/P usada.  
(A) Na Fase I, caracterizada pela utilização de uma razão L/P entre elevada e moderada, ou seja, quando a 
concentração superficial do Alexa488-Lz nas vesículas é baixa, dominam as interacções electrostáticas entre o 
lisozima conjugado e os lipossomas aniónicos. (B) Na fase II, ocorre uma agregação extensiva dos lipossomas 
mediada pelo lisozima, prevalecendo as interacções hidrófobas. 
 
Quando se repetiram as medidas com uma concentração de Alexa488-Lz seis vezes inferior à 
utilizada nos ensaios anteriores, ou seja, [Alexa488-Lz]= 0.5 μM, não há evidências 
espectroscópicas de que a transição para a fase II tenha acontecido. Com efeito, nos ensaios 
realizados: (i) não se detectou agregação dos lipossomas mediada pela proteína conjugada, (ii) 
não ocorreram desvios espectrais na emissão de fluorescência do Alexa488-Lz e, (iii) os tempos 
de vida das várias componentes do seu decaimento de intensidade de fluorescência 
permaneceram essencialmente invariantes em relação à concentração de lípido total usada no 
ensaio (Fig. 3.11.C). Por outro lado, a variação da anisotropia de fluorescência do Alexa488-Lz 
com [Lip]t  reflectiu, neste caso, a partição crescente da proteína conjugada para as vesículas 
lipídicas, atingindo-se um valor constante de <r> ~0.22 – 0.23, que deverá corresponder a uma 
situação de diluição infinita do Alexa488-Lz nos lipossomas (Fig. 3.10.D). Globalmente, estes 
ensaios confirmaram que o factor determinante das propriedades fotofísicas apresentadas pelo 
Alexa488-Lz é a razão L/P presente em cada ensaio. 
POPS POPC
Alexa488-Lz




Na última parte do trabalho tentou-se confirmar se os agregados lípido-proteína 
supramoleculares que se formaram rapidamente em solução quando se utilizou uma razão L/P 
baixa, e que deverão ser equivalentes aos descritos nos estudos de Kinunnen e colaboradores, 
apresentavam, de facto, características amilóides. Os ensaios realizados com a ThT foram 
inconclusivos a este respeito, mas mostraram que esta sonda catiónica também se particiona para 
as membranas lipídicas aniónicas. Deste modo, deve-se ter cuidado e realizar sempre os 
controlos adequados nos ensaios in vitro efectuados com esta sonda na presença de membranas 
lipídicas, pois é necessário distinguir se o aumento ocorrido no sinal da ThT desta sonda se deve 
à sua ligação aos lipossomas ou às eventuais fibras amilóides formadas pela proteína em estudo 
na presença de membranas. 
No futuro, além de se planear repetir os ensaios realizados com a ThT utilizando-se uma 
menor fracção molar de POPS nas vesículas lipídicas, pretende-se ainda caracterizar a estrutura 
a nível secundário destes agregados por FTIR, de modo a avaliar se estes apresentam uma 
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